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WATANABE, Alex Kiyomassa. Descoloragao do corante verde de malaquita por
isolado bacteriano. 2021. 63 f. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Ambiental) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Londrina, 2021.

RESUMO

Verde malaquita (VM) € um corante trifeniimetano amplamente utilizado na industria
téxtil, aquicultura e também foi relatado como tdxico para seres vivos. Quando
descartado em efluentes, causam bioacumulagao na biota local, além de impedirem a
transmissao da luz no corpo receptor devido as fortes coloragbes reduzindo a
fotossintese e causando danos ao meio ambiente. Varios métodos fisico e quimicos
sdo utilizados para a descoloragdo desse corante. Contudo, os métodos biolégicos
sdo economicamente viaveis além de serem eco-friendly. Assim sendo, este trabalho
teve por objetivo isolar bactérias do ambiente de corpos d’agua com potencial
degradagao de VM. A cepa denominada LAMBA 3.8 foi a selecionada por apresentar
degradagéo superior a 90 % em meio contendo 50, 100 e 150 mg.L"! de corante. A
degradagao também foi avaliada nos pHs 7 e 8 e em duas temperaturas de incubagao
sendo 30 e 37 °C, nos tempos 24 e 48 h. A eficiéncia de descoloragao foi maior nos
pHs 7 e 8 em ambas temperaturas, em 48 h de incubacgado. A concentragao do corante
ndo afetou a taxa de descoloracdo. A enzima lacase foi mensurada em 1,66 U.L-'. O
corante degradado foi avaliado por UV-Vis e FTIR. O espectro do UV-Vis apresentou
alteracdo na absorbancia do VM, ja os picos no FTIR mostraram alteracées nos
grupos funcionais. No teste de fitotoxicidade a solugdo tratada continuou apresentar
toxicidade em semente de Vigna radiata, ja o teste de microtoxicidade mostrou que a
solucao tratada deixou de inibir o isolado Enterococcus sp, sensivel ao corante VM.
Concluimos que o isolado LAMBA 3.8 degradou com eficiéncia o VM além de perder
a toxicidade apos tratamento, mostrando ser um isolado viavel para o processo de
biorremediacgao.

Palavra-chave: trifenilmetano; biorremediacao; corante téxtil



WATANABE, Alex Kiyomassa. Descoloration of malachite green dye by bacterial
isolate. 63 f. Dissertation (Master in Environmental Engineering) — Federal University
of Technology — Parana, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Malachite green (VM) is a triphenylmethane dye widely used in the textile industry,
aquaculture and has also been reported as toxic to living things. When discarded in
effluents, they cause bioaccumulation in the local biota, in addition to preventing the
transmission of light in the receiving body due to strong colorings reducing
photosynthesis and causing damage to the environment. Various physical and
chemical methods are used to discolor this dye. However, biological methods are
economically viable in addition to being eco-friendly. Therefore, this work aimed to
isolate bacteria from the environment of water bodies with potential degradation of VM.
The strain denominated LAMBA 3.8 was selected because it presented degradation
greater than 90 % in medium containing 50, 100 and 150 mg.L! of dye. Degradation
was also evaluated at pH 7 and 8 and at two incubation temperatures, 30 and 37 °C,
at times 24 and 48 h. The decolorization efficiency was higher at pH 7 and 8 at both
temperatures, in 48 h of incubation. The concentration of the dye did not affect the rate
of discoloration. The laccase enzyme was measured at 1.66 U.L"'. The degraded dye
was evaluated by UV-Vis and FTIR. The UV-Vis spectrum showed change in the
absorbance of the VM, while the peaks in the FTIR showed changes in the functional
groups. In the phytotoxicity test, the treated solution continued to present toxicity in
Vigna radiata seed, whereas the microtoxicity test showed that the treated solution no
longer inhibited the Enterococcus sp isolate, sensitive to the VM dye. We concluded
that the LAMBA 3.8 isolate effectively degraded the VM in addition to losing toxicity
after treatment, showing that it is a viable isolate for the bioremediation process.

Key-word: triphenylmethane; bioremediation; textile dye
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1 INTRODUGAO

ApoOs a descoberta do primeiro corante sintético, em 1856, varios outros
corantes foram produzidos posteriormente. E o seu numero, vem se aumentando
constantemente, bem como o seu uso. Atualmente, a produgdo mundial de corantes
sintéticos, € cerca de 1.000.000 toneladas por ano, e mais de 100.000 corantes
sintéticos estédo disponiveis comercialmente em mundo todo

Na industria téxtil, o processo de lavagem, coloragéo, transferéncia de calor,
aquecimento e resfriamento, e uso de compostos quimicos para fins de fixar as cores
nos tecidos, tornam-se esses efluentes, a maior causa de impacto ambiental da
industria téxtil. Sabemos que, para producdo de 1 kg de tecido tingido, séo
necessarias, cerca de 150 L de agua. Sendo que 88 % desse volume sao descartados
como efluentes liquidos “coloridos”. E o descarte incorreto desse efluentes, podem ser
contaminantes dos recursos hidricos, levando assim um grande desequilibrio
ambiental.

Além disso, muitos desses corantes sdo altamente soluveis em agua,
apresentando uma baixa degradabilidade e um elevado efeitos toxicos e genotipicos
em organismos causando problemas alérgicos, dermatolégicos e carcinogénicos. O
corante verde de malaquita € um corante muito utilizado na industria téxtil, como
agente de tingimento; na industria de pesca, devido a facilidade de tratamento de
parasitas e fungos de peixes; na industria farmacéutica; e até em alimentos. Porém,
esse composto, mostrou ser altamente perigoso, devidos aos seus efeitos sobre o
sistema imunoldgico e suas propriedades carcinogénicas.

Como nao ha um sistema geral no tratamento desses efluentes com alta
coloragao, ha varias formas de tratamento. Porém, nenhuma é totalmente eficaz e
algumas necessitam de associagdes de técnicas para melhorar a eficiéncia, tornando-
se muitas vezes inviavel por gerar alto custo. Dessa forma, muitos estudos tem se
concentrado em aumentar a eficiéncia das tecnologias ja existente, tornando os
meétodos mais sustentaveis. A descoloragéo e a degradagao microbiana sao técnicas
ecologicamente correta e de custo competitivo em comparacdo aos métodos
convencionais de tratamento, pois ele apresenta um potencial de converter os
poluentes em agua e dioxido de carbono, tornando se um método ecoldgico na

remocao de cores de efluentes téxteis.
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A degradacdo microbiana é a capacidade de catalisar bioquimicamente um
composto em um ou mais metabolitos de menor peso moleculares. E a descoloragao
microbiana € a conversdo de um composto orgénico em estrutura molecular alterada,
induzindo a perda de alguma propriedade caracteristica da substancia, podendo
alterar sua toxicidade. A adsorcao da biomassa microbiana também pode ser utilizada
na remocgao desses corantes, pois diversos organismos, absorvem esses compostos
altamente toxicos.

Varios estudos, relatam a utilizagdo de diversos microrganismos, tais como as
bactérias, os fungos, as leveduras, as microalgas e as cianobactérias. Outro caminho
de maior destaque atualmente € a utilizagdo das enzimas produzidos pelos mesmos
microrganismos, tais como a lacase, tirosinase, manganés peroxidase e varias outras
enzimas, podem ser utilizados nos tratamentos desses efluentes.

A bioprospeccao é uma pratica atual e de extrema importancia, visando o
isolamento de novos isolados adaptados ao ambiente e com potencial aplicagdo na

biodegradagao de corantes industriais.

1.1 JUSTIFICATIVA

O tratamento bioldgico é ecologicamente correto e de custo competitivo em
relagdo aos métodos convencionais de tratamento. Nos ultimos anos, numerosos
estudos se concentraram na bioprospec¢ado de novos isolados bacterianos para a
biorremediagcdo de corantes téxteis em tratamento de efluente. A selecdo desse
microrganismo do ambiente, o experimento da descoloragdo em diversos parametros,
a eficiéncia de descoloracéo dos tratamentos, a determinagao da atividade da lacase,
o teste da fitotoxicidade e toxicidade microbiana com o produto da descoloragao, sao

etapas fundamentais para o estudo.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia de descoloragao do corante verde de malaquita por isolados
bacterianos, comparando a taxa de descoloragao em diferentes concentragdes, pHs

e temperatura.

1.2.2 Objetivos especificos

e Isolar a bactéria degradadora do corante verde de malaquita;

¢ Avaliar a eficiéncia de descoloracédo do corante, em diferentes concentragoes,
pHs e temperaturas;

¢ Avaliar o crescimento bacteriano em relacédo a descoloragao do corante;

e Avaliar a fitotoxicidade e a toxicidade microbiana;

e Identificar os compostos moleculares pela espectrofotometria de UV-Vis e

Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SETOR TEXTIL E IMPACTO AMBIENTAL

A arte do tingimento iniciou nas primeiras civilizagbes antigas — na China, na
india e no Egito. Registros pré-histéricos relatam o uso dessa substancia em cavernas
e em demais objetos; além dos achados do antigo Egito (3.100 a.C. a 30 a.C.),
descrevendo de forma completa, a extragao desses corantes naturais e sua aplicagao
no tingimento. Esses corantes, eram obtidos por meio de fontes naturais, tais como
as plantas, as raizes, as folhas, as flores, os frutos e os animais (FIGURA 1)

(Ladchumananandasivam, 2008; Zanoni e Yamanaka, 2016).

FIGURA 1: Exemplos de corantes de origem natural.

FONTE: Compilagao do autor' (2020).
LEGENDA: Planta Indigofera tinctéria (A) de onde é extraido o corante indigo (B); O inseto
Dactylopius coccus (C) dao origem a corante Vermelho carmim (D).

Esse tipo de tingimento, foi muito utilizado até a metade do século XVIII quando,
em 1856, o quimico britanico William Henry Perkin desenvolveu o primeiro corante
sintético: a malveina. Essa substancia foi formada a partir de quinina, pela oxidagao
da anilina, sendo capaz de tingir sedas e varios outros materiais, produzindo uma
coloragao violacea viva, resistente a luz solar e a lavagem (Ladchumananandasivam,
2008; Almeida et al, 2016; Zanoni e Yamanaka, 2016).

' Adaptado a partir das imagens coletadas no google.
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A partir desse marco historico, varios outros corantes foram fabricados; e o seu
numero vem aumentando constantemente, bem como seu uso (FIGURA 2).
Atualmente, o Colour Index (publicagdo conjunta da Society of Dyers and Colourists
(SDC) e da American Association of Textile Chemists and Colourist (AATCC) listaram
mais de 13.000 corantes e pigmentos e 37.000 produtos catalogados pelos nomes

comercial (Zanoni e Yamanaka, 2016; Colours Index, 2020).

FIGURA 2: Linha do tempo da utilizagdo dos corantes.

Primeiro corante Corantes 13.000 corantes
alcatrdo de carvao diazolicos e pigmentos
2.000 AC 1834 1856 1858 1864 2020
Corantes Primeiro corante Producio de
naturais sintético: Malveina corantes em
larga escala

FONTE: Adaptado de Zanoni e Yamanaka (2016); Camara, (2017).

Atualmente, a china e a india sao maiores produtores de corantes e
fornecedores de tecido mundial. (Chemical Economics Handbook, 2018; Tkaczyk et
al, 2020). A producao mundial de corantes sintéticos € de 1.000.000 toneladas por
ano, e desse acredita-se que mais de 100.000 corantes sintéticos estejam disponiveis
comercialmente em todo o mundo (Tkaczyk et al, 2020). Estes grupos de corantes é
amplamente utilizados em varios industrias tais como: a industrias téxtil, de
curtimento, impressao e papel; alguns deles também encontraram aplicagbes nas
industrias farmacéutica e de cosméticos, bem como no processamento de alimentos
e com aplicagdo na medicina humana e em veterinaria (European Food Safety
Authority, 2017; Tkaczyk et al, 2020).

A industria téxtil brasileira apresenta uma grande importancia sécio econémico
na qual esse setor € o segundo maior empregador da industria de transformacao e o
5° maior produtor mundial de téxteis (Associagao Brasileira da Industria Téxtil, 2013;
Almeida et al, 2016). Durante a producgao téxtil, varias etapas sao realizadas até a
chegada do consumidor. Entre elas estdo a fiagdo, tecelagem, beneficiamento, a
confeccao de vestiario entre outros (Tkaczyk et al, 2020).

Na cadeia da producao téxtil, as fibras dos tecidos sao tingidas com corantes e

diversos elementos séo aplicados — como agentes fixadores, branqueadores e outros
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compostos quimicos — para fins de preservar a coloragcdo dos tecidos tingidos
(FIGURA 3). A etapa de tingimento € o principal veiculo de contaminacgao, dela sao
descartados cerca de 80 % de efluentes “coloridos” durante esse processo. No final
do processo, sédo gerados efluentes “coloridos”, os quais podem ser contaminantes
dos recursos hidricos. Sabemos que, para produgao de 1 kg de tecido tingido, sao
necessarias, cerca de 150 L de agua; sendo que desse volume sao descartados 88

% como efluentes liquidos e 12 % sao perdidos por vaporagéo (Tkaczyk et al, 2020).

FIGURA 3: Cadeia da produgéo téxtil.

Matéria- prima

3 - - -

- Compostos quimicos | - Efluente coloridos | - Compostos quimicos
- Branqueadores - Lavagem

FONTE: Autoria propria (2020).

LEGENDA: As setas em vermelho representam o descarte dos efluentes e seus compostos.

Segundo Tkaczyk et al. (2020): “O maior impacto ambiental causado pela
cadeia da producao téxtil se da em fungado aos compostos quimicos e corantes nos
processos de lavagem, coloragao, transferéncia de calor, aquecimento e resfriamento
do efluente.”

Além disso, a estrutura quimica dos corantes — presenga de anéis aromaticos,
grupamento aminas, azos, grupos sulfénicos e ions metalicos — tornam-se uma
molécula de dificil degradacéo, permanecendo no ambiente por um longo periodo de
tempo (Almeida et al., 2016; Tkaczyk et al, 2020). E, por serem altamente soluvel em
agua — elevada quantidade de corantes e a presenca de outros compostos aromaticos
— tornam esse composto muito problematico em efluentes (Peixoto et al., 2013;
Tkaczyk et al, 2020; Rathour et al., 2019).

Esse mesmo problema, foi observado por Yang et al. (2016), onde: “Os
efluentes téxteis sdo geralmente caracterizados por alto teor de oxigénio quimico
(DQO), solidos totais em suspensao, pH acido ou alcalino e indice de cores muito alto,
afetando consideravelmente a biota aquatica.”

Além disso, esses corantes podem mostrar seus efeitos toxicos e genotipicos

nos organismos, incluindo efeitos cancerigenos, alérgicos e dermaticos. Varios
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estudos demostraram que a ingestao destes corantes, reduz a fertilidade e leva a
efeitos carcinogénicos e mutagénicos em seres humanos e em outros animais
(Peixoto et al., 2013; Yang et al., 2016).

Diversos autores relatam problemas respiratérios e dermatologicos, apos a
exposicao aos corantes téxteis, tais como dermatite de contato, reagbes alérgicas,
rinite ou asma. Os efeitos tdxicos de alguns corantes tém sido registrados ao longo
dos anos e os efeitos crénicos tornam-se visiveis, dependendo da exposi¢céo ao longo
dos anos. (Khattab et al., 2019). A TABELA 1 apresenta alguns estudos realizados
envolvendo aos efeitos toxicoléogico dos corantes; em animais e em alguns

microrganismos.

TABELA 1: Alguns estudos relatando a toxicidade desses corantes.

Corantes Resultado Referencia
Amaranto, Eritrosina e Potencial toxico para os linfécitos Mpountoukas et al,
Tartrazina humanos in vitro e ligacdo direta ao 2010

DNA.
Verde de Malaquita Alteracdes nos genes de mRNA Li et al, 2011

Alteracdes das fungdes metabolicas Pierrard et al, 2012
mitocondriais, divisdo celular anormal e
desorganizagao do citoesqueleto.

Efeitos genotoxicidade nos Gopinathan et al.
microrganismos (em fungos e bactérias) 2015

Diminuigao na estabilidade do Lietal, 2019
ecossistema das comunidades
microbianas do intestino.

Sudan Il e Sudan IV Alteracdo do triptofano e tirosina, Lietal, 2017
levando a alteracdo conformacional de
proteina.

Sudan Vermelho G, Efeito na gametogénese e Milani et al 2018

Amarelo 7 e Laranja 13 embriogénese

Vermelho Congo edema do saco vitelino, deformidades Hernandez et al,
esqueléticas e falta de batimentos 2019
cardiacos em embrides de peixe-zebra.

Tartrazina,  Amarelo- dificuldade de ecloséo e anormalidades Jiang et al. 2020
sol, Amaranto e no desenvolvimento, como edema
Vermelho Allura cardiaco, frequéncia cardiaca

diminuida, edema do saco vitelino e

defeitos da coluna, incluindo curvatura

da coluna e distorcdo da cauda, em

embrides de peixe-zebra.

FONTE: autoria propria (2020).
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2.2 CORANTES TEXTEIS

Segundo Zanoni e Yamanaka (2016): “Os corantes e pigmentos sao
substancias quimicas obtidas a partir de fontes naturais ou de maneira sintética, de
origem organica ou inorganica, e empregadas com o proposito de colorir substratos
diversos”.

Esses termos, sao frequentemente confundidos, ja que ha distingéo clara entre
os termos. O que diferenciam é o modo de aplicagdo nos substratos; os pigmentos,
necessitam ser incorporados ao substrato por meio de um composto adicional, como
por exemplo, em tintas ou em plasticos. Ja os corantes, podem ser diretamente
aplicados em varios substratos, como tecidos, couro, papeis, cabelos, entre outros
(Zanoni e Yamanaka, 2016).

Os corantes apresentam duas regides principais: regido cromoforo, é
responsavel por transmitir a cor das moléculas dos corantes. Essa regido €
caracterizada pelo deslocamento do sistema eletrénico de dupla ligagdo conjugadas
e sao formados principalmente pela ligagdo: C=C, C=N, C=0, N=N, —NO:2 e anéis
quinoides (Shah, 2014).

Ja a regiao auxocromo, eles intensificam a cor do cromoéforo, alterando assim,
a energia total do sistema de elétrons. Essa regido constitui os substituintes que
retiram elétrons ou doadores de elétrons e sdo formados principalmente pela ligagéo:
—NHs, —-COOH, —SO3H e —OH (Shah, 2014). Na FIGURA 4 esta apresentada estas
regides (cromoéforos e auxocromos), em dois exemplos: o Nitrobenzeno e o

Hidroxinitrobenzeno. Observe-se os elementos de ligagao e a regido de ligagao.

FIGURA 4: Representagao esquematica das regides cromdéforos e auxicromos.

Cromaforo:

Y

e [ NOS
NOJ' -

¥

IOH

FUEOCT oMo
Nitrobenzenao ] widrox nitrobenrenco

FONTE: Rodrigues, 2018.
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Os corantes podem ser classificados em diversos aspectos, tais como a
estrutura molecular do corante, as classes quimicas, a sua aplicagao, a sua origem e
entre outros (Veloso, 2012; Shah, 2014). As classes mais relevantes sdo (TABELA 2):
corantes azo, antraquinona, metalizado, indigoide, ftalocianinas, metina e polimetinas,

di- e tria- rilmetanos, nitro e nitrosos e sulfurosos (Zanoni e Yamanaka, 2016).

TABELA 2: Principais classes de corantes.
Classe de corantes Caracteristica

Azo Substancias quimicas que contém o grupamento (-
N=N-) como croméforo. Os grupamentos azo estao
principalmente ligados ao anel de benzeno ou

N

X . ;

SN naftaleno, mas podem estar ligados também a grupos

aromaticos heterociclicos ou grupos alifaticos.
Antraquinona 0 A estrutura de ressonéancia no anel aromatico e nos
grupos carbonilicos, confere a caracteristica do

O“ cromoforo.
0]
Metalizados Alguns corantes apresentam-se na forma de
complexos metalicos, como compostos de
% coordenacgao. Nesse caso, o atomo de cobre, cromo
>— e cobalto colabora em maior propordo na geragéo
\ |~ dessas espécies, mas niquel, ferro, aluminio e titanio
- %/ S também podem ser empregados.
Indigoide A estrutura conjugada cruzada basica do cromoforo,
[e]

apresenta dois grupos doadores de elétrons (NH) e
dois grupos de receptores de elétrons (C=0) ligados
ao anel benzénico.

Ftalocianinas Compostos de coordenacido macrociclicos, altamente

conjugados, constituidos por quatro anéis isoindois.
; Ny Cada um desses anéis é formado pela fusdo de um
N HN—( anel benzénico com um anel pirrol.
N N
NH =
N

Metina e polimetinas Essa classe de corantes é caracterizada pela cadeia
H;C, CHs CHs CHs de grupos metina (-CH=) em um sistema conjugado
RS oH de dupla ligagdo, que normalmente se encontra na

configuragao trans.
CHs
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Di- e Tri- ariimetanos
NH,*

(.,

Os corantes diarilmetinas, os ramos sao criados por
dois anéis arila, entre os quais a cadeia de polimetina
e incorporada, e a terceira ramificagao e um atomo de
hidrogénio. Se o hidrogénio é substituido por um
grupo arila residual, forma-se entdo um corante
triariimetina.

X

Nitro e O arranjo estrutural basico que compde o croméforo é
Nitrosos um grupo nitro na posi¢cdo orto com relagdo a um
grupo doador de elétrons, no caso um grupo amino.
NO,
NH»
Sulfurosos Estes corantes constem de estruturas
g macromoleculares de tiazol e sdo sintetizados pelo

aquecimento de compostos aromaticos ou
heterociclicos como aminas, fendis ou nitro
compostos como enxofre ou mais comumente com
polissulfetos de metais alcalinos.

FONTE: Veloso (2012); Almeida et al (2016); Zanoni e Yamanaka (2016).

2.3 CORANTE VERDE DE MALAQUITA: IMPACTO NA SAUDE HUMANA

O verde de malaquita (C23H26N20, C.l. 42.000) € um corante trifeniimetano,

formado pela polimerizacdo uma molécula de benzaldeido (um anel de benzeno com

um grupo aldeido —COH) e duas moléculas de dimetilanilina na presenga de acido

sulfurico concentrado ou cloreto de zinco. O corante esta disponivel em varias formas,

principalmente como o oxalato ou em sal cloridrato em uma solugéo de 50 % (uma

mistura de acetato e sais de cloridrato). A sua coloragao é verde escura em estado
sélido e liquido (FIGURA 5) (Srivastava et al., 2004; Xu et al, 2020).
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FIGURA 5: Formula estrutural do corante e a coloragao.

C|ﬁ|

C23H2sCIN2

A B

FONTE: Compilagao do autor' (2020).

LEGENDA: Em (A) Férmula estrutural do corante; e (B) Aspecto do corante em solugédo aquosa.

Originalmente, o verde de malaquita foi utilizado como agente de tingimento na
industria téxtil, principalmente nas industrias de seda, 13, juta, papel e acrilico. Porém,
esse corante, tem sido muito utilizado na industria de pesca, como ectoparasiticida,
fungicida, bactericida; na industria alimenticia, como corante alimenticio e aditivo
alimentar; e também como desinfetante médico (Srivastava et al., 2004; Yang et al.,
2016; Xu el al, 2020).

No entanto, o corante verde de malaquita se tornou um composto problematico,
devido aos seus efeitos sobre o sistema imunologico e suas propriedades
carcinogénicas (Maleki et al., 2012). Nas concentragdes de 0,1 mg.L"" esse corante
apresenta uma toxicidade classificada como subagudas, sendo que na concentragao
de 0,05 g.L', o verde de malaquita causam diminuigdes nos niveis séricos de calcio
e proteina, nos pescadores apds apenas uma exposigao de curto prazo (10-20 dias)
(Du et al., 2011).

Srivastava et al. (2004) relataram os efeitos toxicolégico do uso de verde de
malaquita, pois este pode ser metabolizado e reduzido na forma leuco-verde de
malaquita (LVM) através da via processo redox (FIGURA 6). O LVM é absorvido nos
tecidos dos animais, acumulando em varios 6rgaos e visceras por um longo periodo
(Shukla, 2020).

' Adaptado a partir das imagens coletadas no google.
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FIGURA 6: Transformagao do Verde de malaquita em forma Leuco.

H
Ve

— —
@\ N

Verde de Malaguita (VM) Leuco-Verde de malaguita (LVM)

FONTE: Compilagao do autor’ (2020).

O verde de malaquita pode também causar alteragdes genotdxicas e
carcinogénicas, devido ao potencial intercalante na molécula de DNA, causando
aberragbes cromossOmicas e geracdo de radicais livres. Dentre as alteragdes
carcinogénicas inclui tumores no sistema hepatico, renal, tiredide, pulmonar e
gbnadas (Shukla, 2020). Stammati et al. (2005) concluiram que o verde malaquita
pode inibir a atividade da glutationa S-transferase humana e induzir tumor.

O Food and Drug Administration (FDA) dos Estados unidos e da Europa
proibiram o uso de Verde de malaquita na industria de alimentos e na aquicultura.
Porem devido a facilidade de sintese, baixo custo e amplo distribuicdo comercial, o
verde de malaquita ainda é utilizado e vendido no mundo todo (Shukla, 2020).

A Rapid Alert Reports for Food and Feed (RASFF), da Unido europeia,
relataram que em 2017, houve uma deteccdo do corante Verde de malaquita em
muitas espécies de peixes em mundo todo, indicando assim que esse produto quimico
ainda é utilizado pelos aquicultores (Kwan, 2019).

Apesar da alerta do RASFF, o verde de malaquita e seus residuos metabolitos
foram encontrados em peixes e outros componentes associados (Dubreil et al, 2019).
Mitrowska et al. (2007) relataram que os métodos de cocgao a elevadas temperaturas
nao garantem a degradacdo completa dos residuos de verde de malaquita nos
alimentos. Devido a possibilidade de residuos do corante verde de malaquita ser
disseminado pela cadeia alimentar, ameagando consideravelmente a saude humana,
€ crucial o desenvolvimento de métodos para a degradacido do verde da malaquita
(Mitrowska et al, 2007; Shukla, 2020).

' Adaptado a partir das imagens coletadas no google.
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2.4 TECNICAS E TRATAMENTOS DE EFLUENTES TEXTEIS

A Resolugdo Conama n°® 001, publicado em 1986, conceitua o impacto
ambiental como “qualquer alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e biologicas
do meio ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia resultante das
atividades humanas, afetando a saude da populagdo, a biota e a qualidade dos
recursos naturais” (Brasil, 1986).

Diversas resolugdes foram aprovadas, em especial a Resolucdo Conama n°
357, que estabelece as condi¢des e padrdes para langamento de efluentes industriais,
inclusive quanto ao potencial para provocar efeitos toxicos no corpo receptor (Brasil,
2005). De modo geral, ndo ha sistema de tratamento para efluentes com alta
coloragao. mas, existe varios tipos de tratamento, mas nenhuma é totalmente eficaz
e algumas necessitam de associacbes de técnicas para melhorar a eficiéncia,
tornando-se muitas vezes inviavel por gerar alto custo (Almeida et al., 2016).

Dessa forma, muitos estudos tem se concentrado no aumento da eficiéncia das
tecnologias ja existente, tornando os métodos mais sustentaveis (Almeida et al.,
2016). A FIGURA 7 mostra as principais técnicas mais utilizados no tratamento desses
efluentes, logo abaixo, uma descricdo completa desse método de tratamento e as

técnicas utilizados.

FIGURA 7: Métodos utilizados nos tratamentos de efluentes téxteis.

TRATAMENTO DE EFLUENTES TEXTEIS

[
I I I

METODO METODO METODO
FisICO QuimMmico BIOLOGICO
FILTRACAO OZONIZAGAO
FLOCULAGAO | | |  procESSOS MICRORGANISMOS
ABSORCAO AVANCADOS DE ENZIMAS
OSMOSE REVERSA OXIDAGAQ (ACP)

FONTE: Adaptado de Jamee et al (2019).
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2.4.1 Método fisico

A coagulacéo foi considerada um dos unicos métodos aplicados na remogao
de cores e no tratamento de efluentes téxteis, hoje, podemos utilizar varias outras
técnicas na remocao de cores do efluente téxteis. O tratamento fisico baseia-se no
principio de coagulacéo e flotacdo, os quais removem particulas coloidais de cor,
turbidez e bactérias. Também podem ser aplicados, as membranas filtrantes, para
auxiliar na remocéo dessas particulas coloidais (Zanoni e Yamanaka, 2016).

Coagulantes, como Fes ou Als, sdo adicionados em concentragdo suficiente
para a formacéao de precipitados de hidroxidos desses metais. A particula coloidal fica
envolvido no precipitado e acomoda-se junto com o mesmo. Podemos também
combinar varios ouros coagulantes, fazendo com que aumente a eficiéncia da
remogao desses corantes. Porem essa técnica nao € capaz de tratar todos os tipos
de corantes, pois os corantes catibnicos, ndo coagulam facilmente (Zanoni e
Yamanaka, 2016).

A coagulagao/floculagdo apresenta-se uma grande desvantagem pois gera
quantidades de lodo toxico, na qual gera novos problemas de manuseio e no
tratamento desse residuo. Pelo fato de corantes sintéticos ndao serem removidos por
métodos tradicionais, alguns métodos fisico econdmicos estdo sendo estudados.
(Holkar, 2016; Zanoni e Yamanaka, 2016; Collivignarelli et al, 2019).

Desses métodos econdmicos, destacam-se duas técnicas:

a) Técnica de Adsorcao:

A técnica de adsorgao, tornaram-se essa técnica bem popular no tratamento
desses poluentes coloridos. A remogao de cores se baseia em dois mecanismos: a
adsorcao e a troca idnica. Para isso, diversos fatores fisico-quimicos, influenciam na
eficiéncia de remogao desses corantes. Tais como a interagdo corante/adsorvente,
area de superficie do absorvente, tamanho da particula, temperatura, pH e tempo de
contato (Zanoni e Yamanaka, 2016; Collivignarelli et al., 2019).

Os materiais que apresentam propriedades adsorventes, como carvao ativado,
turfa, argila bentonita, resinas poliméricas, ou até materiais biéticos como bagaco de

milho, residuo de trigo, casca de amendoim, pedras de tamara, e entre outros, sao
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utilizados no tratamento desses efluentes téxteis (Holkar, 2016; Zanoni e Yamanaka,
2016)

b) Técnica de Filtragem por membranas:

A filtragdo por membranas é uma tecnologia extensivamente utilizada em
industria, na qual ha concentragao, purificacdo e o aumento da qualidade do produto
final dessas industrias. Essa técnica pode ser dividida em quatro categorias: osmose
reversa, nano filtragao, ultra filtragdo e micro filtragdo (Zanoni e Yamanaka, 2016;
Tkaczyk et al, 2020).

Na industria téxtil, a aplicacdo das membranas filtrantes oferece um potencial
para a reciclagem de corantes reativos hidrolisados e auxiliares usados durante o
tingimento. Porém, essa técnica apresentam uma grande desvantagem tais como o
custo de investimento inicial, possivel incrustacdo de membranas e a geragao de
outros residuos contendo corantes insoluveis em agua (Holkar, 2016; Zanoni e
Yamanaka, 2016; Tkaczyk et al, 2020).

2.4.2 Método quimico

O processo oxidativos sdo os mais utilizados na descoloragao de corantes, por
via quimica, devido a sua simplicidade de aplicagcéo. Os principais agentes oxidantes
sao: peroxido de hidrogénio (H202), Hipoclorito de sédio (NaClO) e ozbnio (Os). Esses
processos apresentam capacidade de degradar a substancia toxica inicial e seus
subprodutos quimicos, corantes, pesticidas — de forma parcial ou completamente em
condicbes ambientais (Holkar, 2016; Zanoni e Yamanaka, 2016).

A oxidagao quimica baseia-se no uso de agentes oxidantes como o0 0zénio (O3)
e o peroxido de hidrogénio (H202). Ambas as substancias, sdo utilizados para
oxidacéao direta de contaminantes, pois apresentam um alto poder oxidante; e também
podem ser aplicados em conjunto a outros sistemas para geracdo de radicais
hidroxila, que tornam mais poderosos oxidantes. Essas substancias podem
efetivamente quebrar as ligagbes duplas conjugadas dos cromoéforos de corante, bem
como outros grupos funcionais e assim diminui a cor dos efluentes (Holkar, 2016;

Zanoni e Yamanaka, 2016; Collivignarelli et al., 2019).
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Os processos oxidativos tem se destacado atualmente, por apresentar alto
potencial oxidante dos radicais hidroxila (OH), capazes de oxidar completamente a
maioria dos contaminantes organicos e convertendo em agua, COz2 e ions inorganicos
(Holkar, 2016; Zanoni e Yamanaka, 2016; Collivignarelli et al., 2019).

Os principais processos oxidativos avangados mais comuns sao:

a) Oxidacéo fotocatalitica:

A oxidagao fotocatalitica baseia no uso de um material semicondutor — muitas
vezes é utilizado o TiOz2 — na qual, sob irradiagdo UV é capaz de gerar radicais *OH.
Quando um féton incide sobre a superficie de um semicondutor, estimula a formagao
de um par de elétrons. Outro ponto interessante é a possibilidade de utilizar a luz solar
para ativacao do semicondutor, porem muitos estudos ainda devem ser realizados na
possibilidade desse uso (Zanoni e Yamanaka, 2016; Collivignarelli et al., 2019).

Atualmente, tem se utilizado combinagdes dos processos fotocataliticos e
eletroquimico, no intuito de retardar os efeitos indesejados da recombinagdo. A
técnica fotoeletrocatalise € baseada no uso de um fotocatalizador e a ativagao UV.
Porém, a desvantagem dessa técnica fotoeletrocatalica é a necessidade de
transferéncia de massa até o fotoanodo (TiO2), um reator um pouco mais complexo e

a utilizagdo da lampada de UV (Zanoni e Yamanaka, 2016).

b) Reacao de Fenton:

A reacao de Fenton e foto-Feton, baseia-se na reacio entre espécies de ferro
(Fes) e peroxido de hidrogénio (H202), com ou sem a presenca de irradiagcao UV. Essa
técnica foi desenvolvida em 1894, pelo quimico britdnico, Henry John Horstman
Fenton. O poder oxidativo dessa técnica foi atribuido aos radicais hidroxila (*OH),
gerado na decomposigao catalitica do H202 em meio acido, e por conta disso passou
a ser chamado de reacdo de Fenton (EQUACAO 1) (Zanoni e Yamanaka, 2016;
Collivignarelli et al., 2019).

EQUACAO 1 Fe, + H,0, — Fe; + OH™ + OH*
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No entanto, a sua aplicagdo em contaminantes organicos s6 foram iniciados
apdés quase um século, pois muitos estudos envolvendo o seu poder de oxidacao
estavam sendo observados. O uso de concentragdes adequadas de espécies de ferro
e de peroxido de hidrogénio € fundamental pra obtengdo da maxima eficiéncia de
degradacao. Inclusivamente, a velocidade de degradagao de contaminantes podem
ser fortemente aumentadas pela incidéncia de irradiagao UV e até mesmo o visivel
(UV-Vis) (Zanoni e Yamanaka, 2016).

Outra forma de tratamento utilizando a reagdo de Fenton se consiste na
utilizacdo de um catalisador solido contendo ferro - como a goetita, a magnetita, a
hematita e o oxido de ferro - na presenga de H202. Alguns pesquisadores sugerem a
utilizacdo do catalizador em solugcdo aquosa com a participacédo do ferro dissolvido

(Zanoni e Yamanaka, 2016).

2.4.3 Método biologico

O método biolégico, em comparagao entre os métodos fisicos e quimicos,
geralmente sao considerados melhores alternativas na remogao de corantes sintéticos
- por apresentarem menor custo de tratamentos, alta eficiéncia e gerar menos poluicéo
secundarias - pois, consiste em remover, as matérias organicas dissolvida no efluente
téxtil (Almeida et al., 2016; Zanoni e Yamanaka, 2016; Jamee, 2019).

A descoloragao microbiana pode ocorrer de dois modos: a biossor¢ao, na qual
utilizam biomassas microbianas - como as bactérias, os fungos, as leveduras e as
biomassas - capazes de biodegradar e biossorver corantes; a degradagao enzimatica,
oriunda desses microrganismos; ou pela combinagdo das duas. A eficiéncia da
descoloragao do corante depende das caracteristicas dos corantes, caracteristicas
fisico-quimicas do efluentes, a adaptabilidade dos microrganismos selecionados e da
atividade das enzimas (Holkar, 2016; Zanoni e Yamanaka, 2016; Jamee, 2019).

Uma grande variedade de organismos como bactérias, fungos, leveduras,
plantas e algas sdo capazes de degradar uma grande variedade de corantes
presentes nas aguas residuais téxteis. O uso de bactérias pode ser trabalhado de
duas formas: o uso de culturas puras, onde somente uma espécie é estudada; e a
cultura consorcio, onde se utiliza duas ou mais espécies (Holkar, 2016; Jamee, 2019).
(Jamee, 2019).



28

Outra técnica de biodegradacéao oxidativa, se baseia na utilizagado de enzimas,
como manganés peroxidase, lacase, lignina peroxidase, NADH-DCIP redutase e
tirosinase. Tais oxidases podem ser encontradas em bactérias, fungos filamentosos e
leveduras (Holkar, 2016; Zanoni e Yamanaka, 2016; Jamee, 2019). Os tratamentos
biolégicos apresentam grande interesse por apresentarem solugdes de custos mais
acessiveis. Varios estudos estdo sendo realizados para melhorar a eficiéncia na

descoloragao de corantes.

2.5 FATORES FiSICO-QUIMICOS QUE AUXILIAM NA DESCOLORAGCAO

A biodegradacdo de corantes sintéticos e outros produtos quimicos do
efluentes téxtil é altamente influenciada por alteracbes em diferentes paramentos -
fisicos, quimicos e biologicos além de alguns outros fatores ambientais (Jamee, 2019;
Pande et al, 2019). Assim, para a obtencao da eficiéncia maxima da degradagao dos
corantes, € necessario conhecer alguns fatores de crescimento e a descoloragao do
sistema. A TABELA 3 mostra os principais fatores que contribui no desempenho da

descoloragao de corantes sintéticos.

TABELA 3: Fatores que interferem na descoloragéo dos corantes.
Fatores Descrigdo ‘

Estrutura de corante Corantes que apresentam estruturas mais simples e de baixo peso
moleculares sdo degradados em alta eficiéncia em comparagao
com estruturas mais complexas e maior peso molecular.

Concentragao de Quando mais concentrado o corante menor a taxa de
corante descoloracao. Isso pode ser devido ao efeito toxico dos corantes
Nos microrganismos.

Fontes de carbono e A maioria dos microrganismos geralmente nao utilizam o carbono

nitrogénio. e/ou nitrogénio dos corantes. Algumas culturas bacterianas
requerem uma fonte de carboidratos ou fontes orgéanicas
complexas, como extrato de levedura, peptona ou uma
combinacédo de ambos para a decomposigao.

pH do meio A taxa de descoloragdo € maior no pH entre 6,0 a 10,0. Os
processos industriais téxteis ocorrem principalmente em condi¢bes
alcalinas (entre 5,0 - 6,0); assim, a tolerdncia ao pH alto é
particularmente importante para a sobrevivéncia e o
desenvolvimento do microrganismo.
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Temperatura Temperaturas muito altas podem desnaturar enzimas importantes
e com isso, diminui ainda mais a degradac¢ao dos corantes

Oxigénio dissolvido Diferentes grupos de bactérias estdo envolvidos na descoloragao
dos corantes sob condigbes anaerdbias, facultativas anaerdbias e
aerdbicas. A presenca ou auséncia de oxigénio afeta muito na
biodegradacio desses corantes.

FONTE: Holkar et al., 2016; Jamee, 2019; Pande et al 2019.

2.6 DESCOLORAGAO DE CORANTES POR BACTERIAS

A descoloragcdo e a degradagdo microbiana sdo técnicas ecologicamente
correta e de custo competitivo em comparagdo com os métodos convencionais de
tratamento fisico-quimico. Os processos biolégicos possuem o potencial de converter
os poluentes em agua e dioxido de carbono, ou seja, é o método mais adequado para
a remocao de cores de efluentes téxteis. (Parmar e Shukla, 2018).

O que diferenciam entre degradacédo microbiana e a descoloragdo microbiana
€ a maneira que os metabolitos sdo alterados. A degradagdo microbiana € a
capacidade de catalisar bioquimicamente um composto em um ou mais metabolitos
de menor peso moleculares. E a descoloracdo microbiana € a conversdo de um
composto organico em estrutura molecular alterada, induzindo a perda de alguma
propriedade caracteristica da substancia, podendo alterar sua toxicidade.

Desde a década de 1970, diversos estudos utilizando bactérias potenciais na
remediagado dos efluentes téxteis foram estudados, entre elas estdo: Bacillus cereus,
Bacillus subtilis e Aeromonas hydrophila (Jamee, 2019). E o descarte desses
efluentes coloridos contribui para um aumento da toxicidade, redugao da penetragao
da luz e uma redugado da concentragdo do oxigénio dissolvido nesse efluente, o que
tornam um ambiente andxica e toxico a maioria dos organismos (Wanyonyi et al, 2017,
Jamee, 2019)

A eficiéncia do processo de biodegradacdo depende da adaptagdo dos
microrganismos selecionados. A dificuldade na remogao desses poluentes encontra-
se no isolamento de microrganismos, periodo de adaptagdo e a capacidade de

descolorir diversas estruturas (Forgiarini, 2006; Vasconcelos, 2010).
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Sabendo que o verde de malaquita é frequentemente utilizado no tingimento
de tecidos da industria téxtil e no tratamento parasitarios da industria de pesca, o
corante, também contribuem em um sério problema ambiental e na saude daqueles
que é exposto a esse composto, causando cancer e outros agentes teratogénicos
(Gan et al. 2018).

Kwan et al. (2019), estudaram os efeitos do verde de malaquita e seus residuos
metabalicos, leuco-verde de malaquita, em tilapia vermelha. A Tilapia vermelha € um
peixe muito consumido na Asia e no Oceano Pacifico ocidental (Asia Oriental, Sul da
Asia, sudeste da Asia e Oceania). Apesar da alta adaptabilidade do peixe em
sobreviver em amplas condigdes ambientais, poucos trabalhos envolvendo a
exposicao do peixe em concentragdes subagudas e sub letais de verde de malaquita
foram realizados.

Em seus estudos, os peixes expostos a concentragdes subagudas (de 0,105
mg.L-') apresentaram uma maior catalase no figado e no bago; enquanto nas
concentragdes sub letais (de 0,053 mg.L") apresentaram altos niveis de glutationa
reduzida nos rins € no bacgo. Ja a quantidade de verde de malaquita e do leuco-verde
de malaquita em musculo dos peixes, a quantidade acumulada desses compostos
chegaram de 108,04 pg.kg™ (para o sub agudo) e de 80,68 ug.kg™ (para o sub letal)
(Kwan et al. 2019).

A presenga do leuco-verde de malaquita no musculo dos peixes vem da
transformacao metabdlica do verde de malaquita em uma forma derivado leuco, por
via redox. Os peixes expostos ao verde de malaquita revelam que apés o corante ser
absorcao nos tecidos desses animais, esses compostos podem persistir nos tecidos
e em varios 6rgdos e visceras, por longos periodos de tempo, causando
bioacumulagao no ecossistema (Tao et al, 2017; Ray et al, 2018; Shukla, 2020)

Além disso, a forma leuco, se assemelha estruturalmente as aminas aromaticos
classicos, por conta disso apresenta uma alta afinidade nas regides genicas, levando
uma mutagao genica (Ray et al, 2018). E a complexidade estrutural do corante, torna-
se esse composto dificeis de degradar. Entre os métodos fisicos, quimicos e
biolégicos que sao aplicados para os tratamentos desses efluentes “coloridos”. A
biorremediagdo, € considerado a abordagem mais promissora na remogao de

contaminantes, utilizando organismos vivos (Tao et al, 2017; Shang et al, 2019).
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A TABELA 4 demostra os principais trabalhos realizados envolvendo a

degradagao do verde de malaquita pelas bactérias, no periodo de 10 anos (2010-

2020).

TABELA 4: Trabalhos envolvendo a degradagao do verde de malaquita.

Referencias
Chen et al., 2010

Microrganismo
Shewanella decolorationis

Eficiéncia
Eficiéncia de 66.1 % em 100
mg.L" e 12 h de tratamento

Fang et al., 2010

Arthrobacter sp.

Eficiéncia de 80 % em 20
mg.L" e 12 h de tratamento

Du et al., 2011

Pseudomonas sp.

Eficiéncia de 97.2 % em 100
mg.L" e 24 h de tratamento

Wang et al., 2011

Achromobacter xylosoxidans

Eficiéncia de 86 % em 2.000
mg.L" e 1 h de tratamento

Wang et al., 2012

Exiguobacterium sp.

Eficiéncia de 93.5 % em 2500
mg.L" e 2 h de tratamento

Du el al., 2012 Micrococcus sp. Eficiéncia de 96.9 % em 100
mg.L™" e 1 h de tratamento
Lv et al., 2013 Deinococcus radiodurans Eficiéncia de 97.2 % em 50

mg.L" e 30 min. de

tratamento

Vijayalakshmidevi, 2014

Ochrobactrum sp.

Eficiéncia de 96.2 % em 50
mg.L" e 48 h de tratamento

Tao et al., 2017

Pseudomonas sp.

Eficiéncia de 90.4 % em 1500
mg.L" e 24 h de tratamento

Wanyonyi et al., 2017

Bacillus cereus

Eficiéncia de 98 % em 9,3
mg.L™" e 12 h de tratamento

Gan et al, 2018

Burkholderia cepacia

Eficiéncia de 94.8 % em 60
mg.L" e 6 h de tratamento

Qu et al. 2018

Tenacibaculum sp.

Eficiéncia de 98.8 % em 20
mg.L™" e 2 h de tratamento

Farha et al., 2018

Bacillus viethamensis
Planococcus maritimus
Bacillus pumilus

Eficiéncia de 74,6 % em 24 h
Eficiéncia de 73 % em 24 h
Eficiéncia de 72,8 % em 24 h

Sutar et al., 2019

Photobacterium leiognathi

Eficiéncia de 92.5 % em 1.0
g.L" e 24 h de tratamento

Shang et al., 2019

Klebsiella aerogenes

Eficiéncia de 99 % em 100
mg.L" e 8 h de tratamento

Nath et al., 2019

Bacillus cereus

Eficiéncia de 96 % em 50
mg.L" e 48 h de tratamento

Han et al., 2020

Synechococcus elongatus

Eficiéncia de 99.5 % em 100
mg.L " e 12 h de tratamento

Xu et al., 2020

Escherichia coli

Eficiéncia de 60 % em 500
mg.L" e 5 h de tratamento

Song et al. 2020

Pseudomonas veronii

Eficiéncia de 93.5 % em 50
mg.L " e 7 dias

FONTE: Autoria propria (2020).
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Nessas ultimas décadas, tem se estudados diferentes mecanismos tem sido
proposto para bactérias degradadoras do verde de malaquita. Um exemplo disso foi o
trabalho de Shang et al. (2019), onde a agdo da enzima, Trifenilmetano Reductase
(TMR) foi a principal enzima estudada. Essa enzima recém descoberta tem a fungéo
de degradar especificamente os corantes de trifeniimetano e seus derivados. Mas,
ainda nao se sabe quais 0s mecanismos de ag¢ao, a enzima atua.

Diversos trabalhos apontam outras enzimas na degradagdo dos corantes
téxteis, em destaque esta a lacase, a tirosinase e o manganés peroxidase. A chave
para a degradacao desses compostos, envolve em 2 principais classes de enzimas: a
oxidoredutases e a hidrolases (FIGURA 8) (Shang et al, 2019; Pande et al. 2019). A
TABELA 5, mostra essas principais enzimas, a natureza do poluente e seus

mecanismos de acao.

FIGURA 8: Enzimas e suas classes.

OXIDASE
OXIDORREDUTASE LACASE
PEROXIDASE
ENZIMAS
LIPASE
HIDROLASE CELULASE
PROTEASE

FONTE: Adaptado de Pande el al. (2019).

TABELA 5: Enzimas, natureza do poluente e mecanismo de agao.

Enzimas Natureza do poluente Mecanismo de acgao ‘

Oxidorredudase

Mono- Alcano, compostos Adicdo do atomo de oxigénio ao
oxigenase aromaticos, esteroides, substrato e utilizacdo do substrato
o e acido graxo como agente oxidante.
©
c — PR - = .,
2 Di-oxigenase Compostos aromaticos A incorporagdo de dois atomos de
"< oxigénio ao substrato resulta em
o clivagem intradiol e extradiol com

geracao de produto alifatico
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Lacase Orto e Para difendis, Oxidacgao, descarboxilagao e
- aminofendis, polifendis, desmetilagdo do substrato
8 arildiaminas, ligninas e
S poliaminas
Manganés Lignina e outros O co-substrato catalisa a oxidagao de
peroxidase compostos fendlicos Mn?* a Mn*®" na presenca de Mn?* e
H.O., resultando em um oxalato
quelato de Mn**, que oxida ainda mais
os substratos fendlicos
o | Lignina Compostos policiclicos Na presenga de co-substrato H.O, e
& | peroxidase aromaticos, compostos um mediador como o alcool veratrilico,
= fendlicos halogenados e a oxidagao do substrato
5 outros compostos
o aromaticos
o
Outras Compostos fendlicos A enzima catalisa a transferéncia de
Peroxidase aromaticos e elétrons do substrato oxidavel,
metoxibenzenos resultando na producao e reducio dos
intermediarios do composto | e do
composto Il
Hidrolase
o | Lipase Poluentes organicos, Hidrdlise de triacilglicerdis em glicerois
& como derramamentos de e acidos graxos livres
o oleo
|
o | Celulase Compostos celuldsicos Hidrolisa o substrato em carboidratos
) simples
=
[
(&)
« | Protease Proteinas Hidrolisa ligacbes peptidicas em
g ambientes aquosos
2
o

FONTE: adaptado de Pande et al. (2019).

Sendo assim, a aplicacdo da biotecnologia, nas solugbes de problemas
ambientais, tem se mostrado resultados positivos na remocg¢ao da cor em periodos
curtos de tempo. A utilizacdo desses microrganismos na degradagdo desses
compostos xenobioticos, desempenha-se papeis cruciais na mineralizacdo desses
componentes. A degradagdo microbiana é uma técnica ecologicamente correta e
economicamente viaveis em relacdo os métodos convencionais de tratamento
(Franciscon, 2010; Shah, 2014; Parmar e Shukla 2018).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO E CARACTERIZAGCAO DOS LOCAIS DE COLETA

Os microrganismos a serem avaliados neste estudo foram isolados de corpos
d’agua do municipio de Assai (23°22'22" S 50°50'27" O), norte do estado do Parana.
Foram coletadas amostras de 3 pontos distintos (FIGURA 9), destacados em
vermelho, e o que apresentaram muito despejo incorreto de lixo ou canalizado
(FIGURA 10).

FIGURA 9: Mapa hidrografico do municipio de Assai - PR.

FONTE: autoria prépria (2019).
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FIGURA 10: Locais de coleta de agua dos rios da cidade de Assai
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FONTE: Autoria prépria (2019).
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3.2 PREPARO DO CORANTE TEXTIL

O corante verde de malaquita (Sigma-Aldrich) foi preparado na concentracéo
de 1000 mg.L-', sendo que o po foi diluido em alcool e o restante completado com
agua destilada estéril. A solugao foi filtrada em membrana de poliestireno descartavel
com porosidade de 0,22 ym (Millipore®). A concentracdo final dos corantes

empregados nos ensaios foi de 50, 100 e 150 mg.L""

3.3 COLETA, ISOLAMENTO E SELEGAO

As amostras de agua, dos pontos de coletas, foram coletadas em garrafas de
politereflalato de etileno de 500 mL, pré-tratadas com solugédo 0,1 % de tween 80 e
acomodadas em caixa isotérmica contendo gelo. Em seguida, foram encaminhadas
para o Laboratorio de Microbiologia Basica e Aplicada da UTFPR - Campus Londrina.

As amostras de agua do ponte de coletas, foram submetidas a diluicbes
seriadas, seguida de plagueamento em agar Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de
1 mL de verde de malaquita, para obteng&o da concentragdo de 50 mg.L-" de corante.
As placas foram incubadas a 37 °C por até 48 h. Apds esse periodo, os isolados que
apresentarem alteracdes na coloragao colonial ou perda da coloragdo do meio, foram
selecionados para uma nova sele¢do, em agar BHI acrescido de 2 mL de corante

(ajustado na concentragdo de 100 mg.L™).

3.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA LACASE

A lacase é uma das enzimas mais importante utilizados na degradacao de
corantes téxteis. Mensurar a quantidade de enzima produzida fornece uma boa
evidencia de degradacgao e descoloracdo desses compostos coloridos. Para isso, 0
isolado bacteriano selecionado, foi previamente cultivado em caldo nutriente (NA)
contendo 2 mM de guaiacol e o pH ajustado para 6,0. As culturas foram incubadas a

37 °C em um agitador orbital a 180 rpm. Em seguida, as culturas bacterianas foram
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centrifugadas (9.000 rpm) por 20 min a 4 °C, e o sobrenadante foi coletado utilizando
como "enzima extracelular bruta" (EEB)

O ensaio de atividade de lacase foi realizado monitorizando a oxidagcdo de
guaiacol. 200 mL de EEB foram retirados e misturados com 800 pL de guaiacol a 1 %
em tampao acetato de sédio 0,1 M pH 6,0 (Xiao et al., 2004). A oxidagao de guaiacol
foi determinada pela monitorizagdo do aumento da absorbancia a 520 nm. O tempo
de monitoramento, foi de 1 minuto de reag¢do. Uma unidade de atividade de lacase
sera descrita como a quantidade necessaria de enzima para oxidar 1 pmol de
absorvente guaiacol (g: 48.000 M-'.cm") / min usando espectrofotémetro (Leonowicz
e Grzywnowicz 1981, Nadaroglu e Tasgin 2013). As reacdes foram realizadas em

temperatura ambiente.

3.5 OBTENGAO DO ESPECTRO DO CORANTE

O espectro ultravioleta visivel dos corantes foi obtido por meio da varredura
espectral, em duplicata, em diversos complemento de onda em espectrofotdmetro
(Santos, 2011).

Os testes de estabilidade em meio de cultura foram realizados em meio BHI
acrescido de corantes nas concentragdes de 50, 100 e 150 mg.L"". O pHs do meio
foram ajustados em pH de 5, 6, 7 e 8. As solugdes foram analisadas em
espectrofotometria ultravioleta visivel em cubetas de quartzo para a varredura
espectral das amostras entre os comprimentos de onda A = 190-1100 nm (Santos,
2011).

3.6 EXPERIMENTOS DE DESCOLORAGCAO

Os ensaios de descoloragao foram realizados conforme o protocolo descrito
por konishi et al. (1997). Para tanto, 150 mL de caldo BHI foram preparados em
Erlenmeyer de 250 mL. Os tratamentos constaram de corantes nas concentragdes de
50 e 100 e 150 mg.L"; o pH foi ajustado 5, 6, 7 e 8. A concentragdo de bactérias em
cada tubo foi de 108 UFC.mL"". O inoculo foi incubado sob agitagédo a 180 rpm por 48

horas na auséncia de luz. Aliquota de 30 ml do sobrenadante, nos intervalos de 24 e
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48 horas, foram retiradas e centrifugadas a 5.000 rpm por 10 minutos para a analise
de descoloragcdo em espectrofotdmetro UV-VIS, através da diminuigdo da absorbancia
(ABS). A leitura sera realizada no comprimento de onda especifico para cada corante
(determinada nas analises anteriores), seguindo a metodologia descrita por
(Eichlerova et al., 2007). Nestes mesmos periodos, foi realizado a contagem da
unidade formadora de colbnia de cada tratamentos, para fins de quantificar o
crescimento da bactéria em relacdo aos tratamentos.

A eficiéncia de descoloracédo foi obtida utilizando-se a EQUACAO 2, onde
ABSinicial representa o valor da absorbancia do meio BHI contendo o corante e
ABSfinal representa o valor da absorbancia apos o tratamento com a bactéria (Konishi
et al. 1997).

ABSinicial—ABSfinal
ABSinicial

EQUACAO 2: Descoloragao (%) = (

)x100

3.7 ENSAIO DA TOXICIDADE
3.7.1 Fitotoxicidade

A toxicidade da solucdo tratada e ndo tratada de verde de malaquita foi
estimada por ensaio com sementes de feijao (Vigna radiata) (Andrade, 2010). As
sementes foram selecionadas de tamanho uniforme e sanitizadas com 0,2 % de
hipoclorito de sodio por 5 min e bem lavadas com agua destilada estéril. Para cada
teste, foram utilizadas 10 (dez) sementes, adicionadas sobre papel de filtro umedecido
com 5 mL da solugéo tratada e n&o tratada. Como controle negativo sera utilizada
agua destilada estéril. Os experimentos foram conduzidos durante 7 dias. Os testes
foram realizados em duplicata.

Os resultados foram expressos na forma de crescimento médio das raizes (cm),
indice Relativo de Crescimento (ICR) e a indice de Germinacao (IG). O indice Relativo
de crescimento (ICR) é dado pela EQUACAO 3 e o indice de germinagéo (IG) é dado
pela EQUACAO 4 (Oliveira, 2013).

EQUACAO 3: ICR= 4

CRC
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EQUAGCAO 4: I6 = ICR x (32) x 100

Onde CRA é o crescimento da radicula na amostra e CRC é o crescimento da
radicula no controle negativo. O SGA & o numero de sementes que germinaram na

amostra e SGC é o numero de sementes que germinaram no controle.

3.7.2 Toxicidade microbiana

Para o teste da toxicidade microbiana, foram pré-selecionados os
microrganismo-testes do laboratorio. Para o teste, as cepas bacterianas foram
inoculados em meio agar BHI contendo 100 mg.L-! de corante e incubados a 37 °C
por até 24 h. O microrganismo que nao apresentou crescimento foi escolhido para o
ensaio da toxicidade.

O ensaio da citotoxicidade microbiana se baseia no método de difusdo em agar-
pogo, conforme o protocolo descrito por Furlaneto-Maia et al (2020). O microrganismo-
teste “escolhido” foi reativado em Agar BHI e incubado a 37 °C por 18 h, apds esse
periodo, foi entdo, inoculado em 10 mL de agua destilada e ajustado na concentragao
da escala de Mcfarland (10°). 200 pL da solugao foi adicionado em 20 mL de meio BHI
soft (agar a 0,8 %), para padronizar a porcentagem do inoculo do microrganismo-teste
(a 1 %). Logo, foi agitado e plaqueado posteriormente. Apds solidificar o meio, foram
realizados os pogos com auxilio de uma ponteira de micropipeta, para o
armazenamento das solugdes controle e solugdes tratadas. Em cada poco foi
adicionado 20 uL de cada solugdes e incubados a 37 °C por 24 h. Apés o crescimento,

foram mensurados o didmetro dos halos de cada tratamentos.

3.8 ANALISE FTIR

Ap0ds o processo de biodegradagao, as amostras foram analisadas por meio do
espectrofotometro FTIR. 5 mL das amostras tratadas e nao tratadas foram colocadas

em placas de petri previamente identificados, congelados e mantidos em liofilizador,
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a -50 °C por 36 horas. Posteriormente, as placas foram transferidos para uma estufa
de secagem a 100 °C, por 2 horas, e seguido da confecg¢ao das pastilhas.

Durante a secagem das amostras, foram também colocado o Brometo de
Potassio (KBr), para a remogao da agua ja presente no sal. A agua presente no KBr
“hidratado” influencia no erro durante a leitura das amostras, por isso é essencial as
amostras e o KBr estejam totalmente secas.

As pastilhas foram preparadas com 1 mg da amostra (em peso seco) e 149 mg
de KBr seco, por meio da compressdo a 40 kN por 5 minutos. As pastilhas
confeccionadas foram devidamente colocas no equipamento de espectometria de
infravermelho, na qual as leituras foram realizados no intervalo de 4000 a 400 cm-,
para obtencdo das bandas. O branco da amostra foi obtido somente com o KBr seco,

macerado e sem amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho estido apresentados em forma de manuscrito

cientifico.

INTRODUGAO

O verde malaquita (VM) (4 - [(4-dimetilaminofenil) -fenil-metil] - N, N- dimetil
anilina) € um corante trifenilmetano, com ampla utilizagao industrial, principalmente no
tingimento de seda, 13, juta, couro, ceramica, algodao; e também em tratamento de
infeccbes microbianas em peixe. VM possui facilidade e eficacia de custo na sintese,
alta estabilidade em relagao a luz, temperatura e detergente (Yagub et al., 2014).

Contudo, quando descartado em efluentes, o VM interfere na penetracéo da luz
visivel nas aguas, resultando em diminui¢gdo da fotossintese e, portanto, inibicdo da
atividade biologica. VM nao sé causa séria poluigdo da agua, mas também afeta
organismos vivos por meio de propriedades mutagénicas, carcinogénicas,
teratogénicas, e alergénicas contra varios organismos (Chen et al., 2010).

Nos ultimos anos, muitos métodos tradicionais fisicos, quimicos, biologicos e
combinados, tém sido usados para remediar efluentes contendo corantes de
moléculas complexa. Estes métodos incluem adsorgao fisica, troca ibnica, técnicas de
filtracdo por membrana, precipitacdo quimica, floculagdo, oxidagdao e tratamento
aerdbio / anaerobio (Gan et al., 2018).

Embora eficientes, alguns métodos podem reduzir o VM em verde leuco-Verde
de malaquita (LVM), podendo persistir em tecidos de peixes comestiveis por longos
periodos de tempo e, portanto, causam bioacumulagao no ecossistema (Hastein et
al.,, 2006; Du et al, 2011; Li et al, 2019). Além disso, corantes com estruturas
moleculares aromaticas complexas sao mais estaveis e mais dificeis de biodegradar.
Por estes fatos, os Estados Unidos da América, Canada e Unido Europeia baniram o
uso de VM nos processos industriais. Contudo, em outros paises ainda sao utilizados
devido seu baixo custo e eficiéncia no processo industrial (Tao et al., 2017).

A degradacgéao de corantes por microrganismos foi considerada como uma das

tecnologias mais econOmicas e eficazes, tornando-se uma alternativa eco-friendly
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(Arabi et al., 2017). Assim, nos ultimos anos, numerosos estudos se concentraram na
bioprospecgao de novos isolados bacterianos para a biorremediagcdo de corantes
téxteis em tratamento de efluente.

Diversas cepas de bactérias e fungos com capacidade de descolorir ou
degradar os corantes trifeniimetano foram isoladas de solos, lagos e residuos
liquidos. Em estudos anteriores, algumas cepas de degradagcdo bacteriana,
como Pseudomonas veronii (Song et al. 2020), Deinococcus radiodurans (Lv et al.,
2013), Bacillus cereus (Wanyonyi et al., 2017), Micrococcus sp. (Du el al., 2012),
Klebsiella aerogenes (Shang et al., 2019), tem mostrado grande habilidade na
biodegradacao do verde malaquita. Fungos que podem degradar o verde malaquita
também foram isolados, e incluem Cunninghamella elegans (Cha et al., 2001),
Phanerochaete chrysosporium (Rani et al., 2014) e Irpex lacteus (Yang el al., 2016).

No entanto, a bioprospecgdo € uma pratica atual e de extrema importancia,
visando o isolamento de novos isolados adaptados ao ambiente e com potencial
aplicacdo na biodegradacdo de corantes industriais. Em vista do exposto, este
trabalho tem como objetivo isolar bactérias do ambiente e avaliar sua capacidade de

descoloragao de VM, em diferentes condi¢coes de pH e temperatura.

MATERIAL E METODOS

Preparo da solucao de verde de malaquita

O corante VM foi obtido da Sigma-Aldrich. A solugdo foi preparada na
concentragéo de 1000 mg.L™", diluindo o corante em etanol (Himedia Laboratories Pvt.
Ltd.) e completado com agua ultra pura. A solucao foi esterilizada por filtragcdo em

membrana 0,22 ym Millipore®.

Microrganismos

Os isolados bacterianos foram provenientes de diversos pontos de coletada em
rios na cidade de Assai (S 23°22'22" W 50°50'27"), Parand, Brasil. As amostras de
agua foram plaqueadas superficie em meio Brain Heart Infusion (BHI-Himedia)
contendo 50 mg.L-! de corante verde de malaquita. As placas foram incubadas a 37

°C por até 72 h ou até o surgimento de halo de degradagao ao redor da coldnia.
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Experimentos de descoloragao

Os ensaios de descoloracao do verde de malaquita foram realizados conforme
o protocolo descrito por konishi et al. (1997) com modificagbes. Os experimentos
foram conduzidos em frascos Erlenmeyer 250 mL contendo 100 mL de solugéo
corante (50, 100 e 150 mg.L™"), e 1 % (v / v) de biomassa bacteriana (1,0 x 108
UFC.mL-"), em seguida foram incubados sob agitagao de a 150 rpm/min e protegidos
da luz.

As condigbes de cultivo no efeito de biodescoloragdo foram realizados testes
com diferentes temperaturas (30 e 37 °C) e valores de pH (5, 6, 7 e 8), sob agitagao

a 180 rpm, em 24 h e 48 h de incubacéo.

Analise UV - Vis

A degradacgao foi analisada quantitativamente por espectroscopia UV-Visivel
(S60 Libra, Biochrom). O espectro de UV de VM em 0 h e os metabdlitos degradados
derivados de VM apds 24 e 48 h de reacéo foram analisados na faixa de 200-800 nm.
Em cada tempo, foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 min para obter o sobrenadante

para analise de descoloragao. O calculo de descoloragao foi da seguinte forma:

ABSinicial — ABSfinal) o

Descoloragdo (%) = ( ABSinicial

100

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

As alteragcbdes nos grupos funcionais da estrutura VM apdés incubagdo com
isolado microbiano foram estudados usando FT-IR (Perkin Elmer Spectrum RXI),
conforme descrito por Du et al. (2011). O extrato foi seco em liofilizador de bancada,
e misturado com KBr. Os espectros foram coletados em uma faixa de varredura de
400-4000 cm™".

Ensaio da fitotoxicidade
A fitotoxicidade do VM (150 mg.L') e seus produtos degradados foram
investigados usando Vigna radiata (feijao mungu). Inicialmente, as sementes foram

esterilizadas em superficie com solugao de hipoclorito de sédio 1,0 % e depositados
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em superficie de papel absorvente, contendo solugao tratada e nao tratada de VM,
separadamente.

As sementes de controle foram tratados com agua destilada esterilizada. Apos
tratamento, o comprimento da plumula e radicula, e a porcentagem da taxa de

germinagao foram anotado conforme descrito em Watharkar et al. (2015).

Ensaio de toxicidade microbiana

O teste de toxicidade microbiana foi realizado usando MG (150 mg.L™") e seus
produtos de degradagao contra a cepa Enterococcus sp, pela técnica difusdo em
agar-poco (Furlaneto-Maia et al.,, 2020). A zona de inibicdo em torno o pogo foi

observado apés 24 h de incubagao a 37 °C e expresso em mm de diametro.

Determinacgao da atividade de lacase

A atividade da lacase produzida pelo isolado bacteriano foi medida monitorando
o aumento na absorbancia a 520 nm (g: 48.000 M-'.cm") de uma reagdo contendo
guaiacol 10 mM em tampéo de acetato de soédio 0,1 M pH 6,0 com o substrato livre de
célula (Xiao et al.,, 2004). Reacbes enzimaticas foram realizadas a temperatura
ambiente (~25 °C). Uma unidade de atividade enzimatica foi definido como a

quantidade de enzima que oxida 1 mol de substrato por min.

RESULTADO

Um total de 24 isolados foram selecionados com base na produgéo da zona
halo ao entorno da col6nia bacteriana em meio de cultura contendo o corante VM. Do
total de isolados, o isolado renomeado LAMBA 3.8 foi o que exibiu melhor atividade
descolorante no meio de triagem, e portanto, selecionado para os experimentos
posteriores (FIGURA 11 A).



45

FIGURA 11: Ensaio de descoloragdo em meio solido e liquido. Em (A) Isolamento de coldnias
bacterianas no meio seletivo Brain Heart Infusion suplementado com verde de malaquita (50 mg.L"); e
em (B) teste de descoloragao pelo isolado bacteriano LAMBA 3.8 em cultura liquida contendo 150 mg.L-

' do corante verde de malaquita.

As atividades de descoloracado em cultura liquida afirmou que o isolado LAMBA
3.8 foi capaz de descolorir VM nas concentragées de 50, 100 e 150 mg.L-! (FIGURA
11 B). A figura 12 apresenta a taxa de descoloracéo, pH e unidade formadora de
colénia (UFC.mL"), em 30 e 37 °C. Com estes resultados, pode-se inferir que a
eficiéncia da descoloragao aumentou consideravelmente nos pH 7 e 8, apds 48 h de
incubacao, em ambas temperaturas, apresentando eficiéncia superior a 85 %.

O pH foi um fator importante no crescimento bacteriano e na degradagéao do
VM, uma vez que as menores taxas de degradacdo ocorreram nos pH 5 e 6,
coincidindo com o baixo crescimento celular, confirmando que a degradacado do VM
foi devido a presenga do microrganismo ou seus metabolitos.

A concentracdo do corante nao afetou a taxa de descoloragao, mostrando que
mesmo em elevadas concentragdes, o isolado LAMBA 3.8 foi capaz de degradar o
VM. Ressaltamos que nas condigbes de cultura utilizados neste estudo, a atividade
de lacase foi mensurada em 1,66 U.L-', sugerindo a enzima pode ter auxiliado no

processo de descoloragao.
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FIGURA 12: Degradacao do Verde de Malaquita pelo isolado LAMBA 3.8; incubado nas temperaturas
de 30 e 37 °C, em diferentes concentragdes de corante (50, 100 e 150 mg.L-') e pHs (de 5, 6, 7 e 8).
As colunas [ e 77 representa a eficiéncia de descoloragéo (%), e as linhas -=— e —+— representa a

quantidade de UFC.mL"" (Log 10), analisados nos intervalos de 24 h e 48 h, respectivamente.

A partir dos resultados de eficiéncia e UFC obtidos, selecionamos os
tratamentos de pH 7 e 8, nas trés concentragcbes de VM e temperatura de 37 °C, para
dar sequéncia as analises de UV-Vis e FTIR.

A FIGURA 13 apresenta os espectros de UV-Vis e FTIR realizado antes e apds
a descoloracao do VM, pelo isolado LAMBA 3.8. O espectro de absorgdo UV-Vis
obtido para o controle e o tratamento ndo mostrou mudanga no deslocamento do
comprimento de onda (618 nm a 608 nm), porém alterou a intensidade de absorgao,
indicando a degradacao do corante.

A analise de FTIR revelou uma diferenga significativa entre VM e produtos
descoloridos. A regido (500-1.500 cm') referente ao alongamento do anel benzeno
monossubstituidos e para-dissubstituidos, caracteristicos do corante. A auséncia ou
presenca de picos variados nessas regides indica perda de anel benzeno ou
aromaticos. As bandas de vibragdo em 1167 cm™ e 1365 cm™ foram picos
caracteristicos de alongamento C — N e CH2. Além disso, um pico a 1585 cm™" para o

alongamento C = C dos anéis de benzeno.
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Pode-se notar que o pH também influenciou na distribuicdo de bandas do
corante no FTIR, mostrando bandeamento distintos em cada tratamento. Contudo,
fica evidente as alteracbes moleculares ocorridas na molécula do corante apds
tratamento pela bactéria LAMBA 3.8.
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FIGURA 13: Espectros de UV-Vis e FTIR do VM antes e apds o tratamento de 24 e 48 h, com o isolado
bacteriano LAMBA 3.8 e incubado a 37 °C. Em A — D representam perfis de picos formados a 50 mg.L
,pH7 (AeB)e pH 8 (C e D). Em E —H, perfis de picoa 100 mg.L'epH7 (Ee F)e pH 8 (G e H). Em
I — L, perfil de pico 150 mg.L-"" e pH 7 (I e J) e pH 8 (K e L). Destaque para a descoloragdo do corante
(tubos).

A avaliagdo do impacto toxicolégico do VM e seus metabdlitos produzidos
apo6s a biodegradagéao em populagdes de plantas e microrganismos do ambiente € de
grande importancia, devido ao impacto ambiental, principalmente cadeia tréfica. No
presente estudo, utilizamos sementes de feijao mungu para analise toxicolégica de
corante e metabolitos (FIGURA 14 A). O teste de fitotoxicidade foi realizado com o
produto de degradacgéo do VM (150 mg.L-') em pH 8 e 37 °C.

Em comparagdo com a solugao tratada e nao tratada, a germinagéo e o
alongamento da raiz da plantula ainda foi sensivel aos metabdlitos de VM residuais
presentes apos a descoloragao catalisada por LAMBA 3.8 (FIGURA 14 A). Ap6s 7
dias, 0 % de germinagdo das sementes com VM tratado foi 7 % menor quando
comparado ao tratamento negativo. Contudo, os resultados ndo mostraram diferenca
significativa entre VM tratada e néo tratada.

A microtoxicidade em Enterococcus sp apresentou zona inibitéria (1,8 a 2,4 cm)

em torno do pogo contendo corante nao tratado (FIGURA 14 C). Ja nos testes de
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descoloragdao em pH 7 e 8, o produto de degradagcdo ndo mostrou zona inibigao,
confirmando a natureza nao téxica do corante tratado (FIGURA 14 B). Nos pHs 5 e 6
ainda apresentou zona de inibigdo do VM tratado, corroborando com os resultados de

baixa eficiéncia de descoloragao nesses pHs, apresentados anteriormente.

controle Tratamento negativo Tratamento 48 H
rpHE
% germinagio 100%: B85% BE%
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FIGURA 14: Ensaio de Toxicidade. Em (A) germinagédo de sementes de Vigna radiata e dados de % de
germinacao e indice de crescimento da radicula; Em (B) didmetro do halo de inibicdo de Enterococcus
sp apds contato com corante VM, e os tratados a 24 e 48 h, em diferentes pHs; e em (C) halo de inibi¢cao

formado em teste pocgo difusdo, com corante VM e tratados em pH 8.

DISCUSSAO

O corante verde malaquita é altamente toxico para células de mamiferos,
mesmo em baixas concentragdes (0,1 mg.mL""). Também ¢ caracterizado como
potencial agente carcinogénico, além de causar anormalidades reprodutivas em
animais (Zhou et al., 2019). Por causa de seu baixo custo, pronta disponibilidade e
eficacia como um agente antifungico para tanques de criagéo de peixes, o publico em
geral pode ser exposto a esta corante e seus metabdlitos através do consumo deste

corante na cadeia alimentar (Fessard et al., 1999).
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Uma estratégia promissora para remediar a poluicdo de VM & o uso de
microrganismos, conhecidos como eco-friendly, para a degradagao de compostos
téxicos devido aos baixos custos de operagéo e formagéo de produtos de degradacéo
nao toxicos (Forgacsa et al., 2004). Neste estudo, o isolado denominado LAMBA 3.8
mostrou ser um candidato potencial para o tratamento biolégico na degradacgao de
VM. Por ter sido isolado de efluentes, apresenta a vantagem de adaptabilidade as
condi¢cbes ambientais, além de mostrar eficiéncia superior a 85% em condi¢des de pH
neutro.

Muitas investigagoes foram realizadas na area de biodegradagao do VM; Deng
et al. (2008) relataram a eficiéncia de 96 % de degradagdo de 20 mg.L™' de corante
por B. cereus. A. hydrophila descoloriu 50 mg.L-' de VM com eficiéncia de 90 % (Ren
et al., 2006); Citrobacter sp. reduziu o VM em mais de 80 %, numa concentragao de
36,5 mg.L"" (Guerra-Lopez et al., 2007), e P. otitidis removeu 95 % do verde malaquita
com 182 mg.L"' de concentragdo de corante (Wu et al., 2009). Em contrapartida,
Tenacibaculum sp teve crescimento inibido com 100 mg.L"' de VM, devido ao efeito
toxico deste corante (Qu et al., 2018). Neste estudo mostramos que o aumento na
concentragcao de corante nao interferiu no crescimento do isolado LAMBA 3.8.

Os fatores como pH e temperatura também sado importantes no processo
adaptativo do microrganismo e o processo de descoloragao. Parmar e Shukla (2017)
afirmou que a temperatura desempenha um papel fundamental no crescimento,
producdo e estabilidade das enzimas na cepa bacteriana. Nossos resultados
mostraram que o isolado LAMBA 3.8 apresentou desenvolvimento e eficiéncia de
degradacao tanto a 30 e 37 °C, contrapondo os resultados apresentados por Liu et al.
(2021) e Du et al (2011) que relataram a temperatura de 30 °C como sendo o 6timo
de degradacgao de VM por bactérias.

Em relacédo ao pH, mostramos que o pH 7 e 8 foi determinante para a eficiéncia
de degradagao do VM, devido ao maior crescimento bacteriano. Os trabalhos mostram
que o pH e temperatura sdao muito variaveis, dependendo exclusivamente do
desenvolvimento microbiano. Staphylococcus hominis (Parmar e Shukla, 2017) e
Klebsiella sp. (Cui et al, 2014), também apresentaram condigdes de pH neutro como
6timo para descoloracado de VM. Ja, Sphingomonas paucimobilis teve seu 6timo de
crescimento e biodegradagédo do VM em pH 9 e temperatura de 25 °C (Ayed et al.,
2009).
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A biodegradacéo de corantes pode ocorrer por duas estratégias: a adsorgao
pela biomassa microbiana ou degradacgao por metabolitos celulares. Quando a célula
funciona como um absorvente, ficam absorcdo profundamente coloridos, enquanto
aqueles que causam degradacao permanecera incolor (An et al., 2002). Observamos
que as células do isolado LAMBA 3.8 ficaram ligeiramente colorido na fase inicial de
biodegradacgao do corante. No entanto, com o passar do tempo, a cor do sobrenadante
células bacterianas externas desapareceram completamente, confirmando a
biodegradagdo microbiana. Provavelmente nosso isolado emprega ambos
mecanismos (dados n&o apresentados).

O deslocamento de absor¢ao no UV-Vis nos picos entre 399 nm a 430 nm e
perda de cor durante a incubagao, sugere que o corante VM pode ter sido reduzido
para sua forma leuco (Jadhav e Govindwa, 2006; Chen et al., 2010). Essas alteragdes
corroboraram com os resultados vibracionais obtidos no FTIR. Estas observacgdes
indicaram que o composto VM foi eficientemente degradado por LAMBA 3.8. Esses
resultados estdo de acordo com trabalhos descritos por Chaturvedi et al. (2013) e
Ayed et al. (2009) para confirmar a degradacao de VM.

A toxicidade da solugdo de VM antes e apds do tratamento foi testado com
sementes de feijao mungu. Os resultados obtidos ndo mostraram a restauracéo
completa na germinagao e comprimento de radicula das sementes expostas ao VM
tratado, uma vez que nao foram estatisticamente diferentes. Vale ressaltar que as
condigbes do metabolito tratado foi na concentragdo de 150 mg.L"' de VM, em pH 8.
Possivelmente o pH possa ter interferido na germinagdo das sementes, e outras
condi¢cbes de tratamento podem gerar resultados diferentes.

Ainda, a escolha da semente pode néo ter sido adequada para a conducgao do
experimento, uma vez que varios autores relatam a utilizacdo de sementes de
Trigonella foenumgraecum (Vijayalakshmidevi e Muthukumar, 2014), Nicotiana
tabacum e Lactuca sativa (Yang et al., 2015), Triticum aestivum (Parshetti et al., 2006).

Em contrapartida, Du et al (2011) reportaram germinagao parcial de sementes
de Medicago sativa e Brassica chinensis ap6s tratamento de VM por
Pseudomonas sp., corroborando com nossos resultados. Os mesmos autores
relataram que que a natureza tdxica do corante VM pode causar organogénese
inadequada e afetando a germinagdo das sementes. Ainda, trabalhos anteriores
mostraram que a degradacdo de VM em leuco-verde malaquita (subproduto) é

igualmente toxico (Burchmore e Wilkinson, 1993).
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O resultado do ensaio de microtoxicidade mostrou que a auséncia de zona de
inibicao indica que os produtos degradados de VM nao apresentaram toxicidade para
Enterococccus sp. Resultados similares foram obtidos por Sneka et al. (2014) e
Vignesh et al (2020). Neste contexto, o isolado LAMBA 3.8 pode ser a cepa potencial
para degradar VM. E importante ressaltar que os efluentes / solo tratados por bactéria
pode ser favoravel para utilizagdo no ambiente por ndo afetar a fauna e microbiota

ambiental.

CONCLUSAO

Em conclusado, o isolado LAMBA 3.8, proveniente de corpos hidricos que
recebem efluentes industriais e residenciais, apresentou potencial capacidade de
degradar eficientemente altas concentragcées de VM. Além disso, determinamos que
pH neutro e temperatura ambiente foi favoravel para o desenvolvimento do isolado
LAMBA 3.8, bem como o % de degradagao do corante VM. O teste de citotoxicidade
indicou que a agua tratada € menos tdéxica em comparagdo com a nao tratada, e o
teste de fitotoxicidade mostrou que o modelo utilizado pode ter interferido nas analises
dos resultados. Em conjunto, os resultados sugeriram que este isolado pode ser

valioso para a biorremedia¢do de VM.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Como foi relatado na concluséo do artigo, o isolado LAMBA 3.8, proveniente de
corpos hidricos que recebem efluentes industriais e residenciais, apresentou potencial
capacidade de degradar eficientemente altas concentragdes de VM.

O pH neutro e temperatura ambiente foi favoravel para o desenvolvimento do
isolado LAMBA 3.8, bem como o % de degradacgao do corante VM.

O teste de citotoxicidade indicou que a agua tratada € menos téxica em
comparagao com a nao tratada, e o teste de fitotoxicidade mostrou que o modelo
utilizado pode ter interferido nas analises dos resultados.

Em conjunto, os resultados sugeriram que este isolado pode ser valioso para a

biorremediacao de VM.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Devido ao isolado ser proveniente de corpo hidrico em temperatura ambiental
(20-25°C), é necessario avaliar a eficiéncia de descoloragdo em outras temperaturas.
além disso, foi realizado o ensaio da fitotoxicidade com sobrenadante de um dos
tratamentos (150mg.L"' pH 8 e 37 °C). Seria interessante avaliar a germinagdo em
outros tratamentos e realizar o ensaio em outros tipos de sementes como alface,
cenoura, rabanete, entre outros. O estudo sobre os metabolitos secundario devem ser
estudados detalhadamente, o HPLC, Cromatografia Gasosa, Espectrometria de
massa seria um bom analise detalhadamente dos compostos degradados desse
corante por isolado LAMBA 3.8.
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