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RESUMO

SILVA, L. A. S. Descoloragao de corantes industriais por leveduras isoladas
de moluscos do Rio Subaé — Bahia

A poluicdo do meio ambiente por efluentes industriais tem aumentado
gradativamente nas Ultimas décadas. Os residuos produzidos frequentemente
contém poluentes téxicos e resistentes aos sistemas convencionais de
tratamento. Assim, 0 objetivo deste estudo foi analisar o potencial de
descoloracdo de dois corantes sintéticos, o Alaranjado G e o Azul Brilhante de
Remazol R (RBBR) por leveduras isoladas do Rio Subaé-Bahia. Nos ensaios de
descoloracao, entre os 60 isolados estudados, cinco (OJU2, SFL6, SJ10, SF5 e
SJU5) foram capazes de descolorir o RBBR e trés (OJUl, SF4 e SD5)
descoloriram o Alaranjado G. Parametros como temperatura, concentracao inicial
do corante, pH e glicose foram analisados a fim de otimizar o processo de
biodescoloragdo. Para o RBBR, as melhores taxas de descoloragdo, variando de
80% a 93%, ocorreram a 25 ppm na temperatura de 25 °C, em condi¢cfes acidas
utilizando 2% de glicose para todos os isolados. Para o Alaranjado G, a melhor
taxa de descoloracédo, de 97% em condi¢Bes otimizadas, ocorreu em pH &cido, a
100 ppm, utilizando a 2% de glicose. No entanto, para o isolado OJU1 e SF4 a
melhor temperatura de descoloracdo ocorreu a 35 °C, enquanto que para o
isolado SD5 a melhor temperatura foi de 45 °C. A analise do produto da
descoloracdo por espectrofotometria indicou que ocorreu a biodegradacdo da
molécula do corante, principalmente a hidrolise do grupo cromoforo. Os ensaios
de toxicidade foram realizados com Artemia salina e sementes de alface (Lactuca
sativa) com amostras antes e depois da descoloracdo. Para os ensaios com
Artemia salina, o RBBR néo tratado apresentou uma CLso de 8,16% ao passo que
para os isolados SJ10 e SJU5 os valores foram de 195% e 20,8%,
respectivamente, apdés 120 horas de incubacdo. No entanto, para os isolados
OJU2, SJL6 e SF5 nao foi possivel obter um valor de ClLso demonstrando
toxicidade mais elevada até mesmo para o corante ndo tratado. Para o Alaranjado
G, apenas o isolado SD5 apresentou uma ClLso de 11,21% apés 120 horas de
incubacdo. Em relacdo a fitotoxicidade do Alaranjado G, o maior tempo de
incubacdo, de 120 horas, diminuiu a toxicidade dos metabdlitos tanto para o
crescimento das radiculas como para as taxas de germinacdo. Assim, 0S
resultados demonstraram que alguns dos isolados possuem bom potencial de
descoloracéo para serem utilizados em processos de biorremediacdo de corantes
industriais.

Palavras-chave: corantes, fungos, biorremediagéo.



ABSTRACT

SILVA, L. A. S. Textile dyes decolorization by yeasts isolated by yeasts
isolated from molluscs the Subaé River — BA.

The pollution of the environmental by industrial effluents has gradually increased
in recent decades. The wastes produced often contain toxic pollutants and
resistant to conventional treatment systems. The aim of this study was to analyze
the potential for decolorization of two synthetic dyes, Orange G and Remazol
Brilliant Blue R (RBBR) by yeasts isolated from Subaé River-Bahia, Brazil. In
decolorization assays among the 60 isolates, five (OJU2, SFL6, SJ10, SF5 and
SJU5) were able to decolorize the RBBR and three (OJU1l, SF4 and SD5)
decolorized the Orange G. Parameters such as temperature, initial dye
concentration, initial pH, and glucose were analyzed to optimize the decolorization
process. For RBBR, the best decolorization rates vary from 80 to 93%, occurred at
25 ppm at 25 °C, under acidic conditions using 2% glucose for all isolates. For
Orange G, the best decolorization, of 97% in optimized conditions, occurred under
acidic pH, at 100 ppm, using 2% glucose for all isolates. However, for the isolated
OJU1 and SF4 the best temperature was 35 °C while for the isolated SD5 to the
best temperature was 45 °C. Analysis of the decolorization products by
spectrophotometry indicated that the biodegradation of the dye molecule occurred
by hydrolysis of the chromophore group. For tests with Artemia salina, the RBBR
untreated showed a LCso of 8.16% whereas for the SJ10 and SJU5 isolated values
were 19.5% and 20.8%, respectively, after 120 h of incubation. The toxicity tests
were conducted on Artemia salina and Lactuca sativa seeds in the samples before
and after decolorization. However, for isolated OJU2, SJL6 and SF5 were not
possible to get a LCso value showing higher toxicity even to dye untreated. For
Orange G, only isolate SD5 showed LCso of 11.21% after 120 h of incubation. For
Orange G phytotoxicity, longer incubation period, of 120 h, decreased the toxicity
of the metabolites on both growth of rootles and germination rates. The results
demonstrated that the some isolated has good potential for use in bioremediation
processes.

Keywords: dyes, fungi, bioremediation.



INTRODUCAO

Ao longo da histdria, os corantes sempre estiveram presentes como objeto
de atividades comerciais. Esses compostos quimicos sdo usados pelas industrias
alimenticia, farmacéutica, téxtil, automotiva, de artefatos de couro, papel, tintas e
cosmeéticos, embora a maior parte dos corantes fabricados tenha como finalidade
atender a induastria téxtii (MOHANA et al., 2008). A preferéncia por corantes
artificiais, em detrimento dos naturais, deve-se ao fato de que o0s primeiros
possuem maior fixagdo, propiciando cores mais fortes e aumento na tonalidade
com maior estabilidade e menor custo (CHANG et al., 2001).

A industria téxtil € responséavel por lancar grande volume de residuos em
aguas correntes contendo elevado teor de compostos organicos e de coloragao,
representando o maior problema ambiental gerado nesse setor (CHEN et al.,
2009). Ao diminuir a transparéncia da agua e impedir a penetracdo da radiacdo
solar, os rejeitos coloridos diminuem a atividade fotossintética, provocam
distarbios na solubilidade dos gases, causam diferentes graus de toxicidade, além
de apresentar potencial mutagénico e carcinogénico em organismos que entrarem
em contato com o corante, ou seus residuos (ROBINSON et al., 2001; FU &
VIRARAGHAVAN, 2001).

Em geral, métodos convencionais como adsorcdo, precipitacao,
degradacdo quimica, eletroquimica e fotoquimica sao pouco eficientes no
tratamento desses poluentes por desencadear poluicdo secundaria e apresentar
alto custo (KAPDAN et al.,, 2000). Dentre as alternativas de tratamento para
efluentes industriais, o tratamento biol6gico por degradacdo tem se destacado por
ser ambientalmente mais adequado (STOLZ, 2001). Bactérias, fungos
filamentosos, algas e leveduras sdo alguns dos micro-organismos capazes de
degradar os corantes por meio de hidrélise enzimética ou por adsor¢cdo (CHANG
et al.,, 2001; ROBINSON et al., 2001; MOOSVI et al., 2007). A utilizacdo de
leveduras no processo de biorremediacdo oferece vantagens como a elevada
capacidade de bioacumulacdo, o rapido crescimento, capacidade de sobreviver
em ambientes desfavoraveis e rapida descoloracdo quando comparado a fungos

filamentosos (YANG et al., 2008). Assim, devido ao grande problema ambiental
1



causado por efluentes téxteis, se faz necesséria a utilizagdo de novas
metodologias que garantam a total mineralizagéo dos corantes, principalmente a
baixos custos, podendo as leveduras apresentar elevado potencial biotecnolégico
na remocao de poluentes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar o
potencial de degradacdo de corantes téxteis por leveduras isoladas de agua e
moluscos do Rio Subaé.

A presente dissertacdo possui dois capitulos e uma revisao de literatura
que consiste de uma introducdo geral contendo os principais tipos de corantes
industriais, assim como as metodologias utilizadas no tratamento de efluentes e
0s riscos inerentes do descarte destes, contendo corantes no meio ambiente.
Possui como objetivo apresentar informacdes gerais dos tépicos mais relevantes
sobre o tratamento e toxicidade de efluentes contendo corantes industriais.

O capitulo 1, intitulado “Descoloragdo do corante Azul Brilhante de
Remazol R por leveduras isoladas de moluscos do Rio Subaé-BA” apresenta a
descoloracdo de um corante antraguinénico por cinco diferentes isolados de
leveduras, assim como a influéncia de fatores abidticos durante o processo de
degradacdo da molécula do corante, as possiveis vias metabdlicas envolvidas no
processo e os efeitos toxicos que o corante tratado e ndo tratado possuem sobre
0 bioindicador Artemia salina.

O capitulo 2, intitulado como “Efeito das condicbes de cultivo na
descoloracdo do corante Alaranjado G por leveduras isoladas de moluscos de
agua doce” apresenta informagdes sobre o potencial de degradacdo deste
corante azo, a influéncia de diferentes parametros no processo de descoloracao,
assim como os efeitos toxicos do corante tratado e n&o tratado sobre diferentes

organismos da cadeia trofica.



REVISAO DE LITERATURA

Introducéo

A contaminacdo de aguas naturais tem sido um dos grandes problemas da
sociedade moderna e o setor téxtil possui especial destaque, devido a utilizacéo
de uma variedade de produtos quimicos e corantes nos processos de tingimento
e de acabamento. Aliado a isso, 0 seu grande parque industrial gera grandes
volumes de efluentes, os quais, quando n&o corretamente tratados, podem causar
sérios problemas de contaminacdo ambiental (KUNZ et al., 2002; AL-KDASI et al.,
2004). O efluente industrial pigmentado é um evidente indicador da poluicdo da
dgua que, além de comprometer a estética, provoca consideraveis efeitos
prejudiciais a fauna, flora e a saude publica (VITOR & CORSO, 2008).

O desenvolvimento de tecnologias econdmicas e efetivas para o tratamento
de efluentes tém sido objeto de grande interesse devido ao aumento da
conscientizacdo e rigidez nas normas ambientais. As principais técnicas
disponiveis na literatura para descoloracdo de aguas de rejeito envolvem,
principalmente, processos de adsorcdo, precipitacdo, degradacdo quimica,
eletroquimica e fotoquimica, além da biodegradacdo. Todos esses métodos
possuem diferentes capacidades de descoloracdo, custo e velocidade de
operacdo (ROBINSON et al., 2001; PARK et al., 2007).

Processos biolégicos tém despertado maior interesse no tratamento de
efluentes por demandar menor custo e, muitas vezes, conseguir modificar a
molécula inicial em um composto menos prejudicial ao meio ambiente. A eficacia
da descoloracdo microbioldgica depende da adaptabilidade e da atividade dos
micro-organismos selecionados, que incluem bactérias, fungos filamentosos e
leveduras (CHEN et al., 2003; RAUF & ASHRAF, 2012). A descoloragéo de
corantes por micro-organismos pode ocorrer através de dois principais
mecanismos: a biossor¢cdo ou degradacdo enzimatica. A biossorcao € definida
como o acumulo e concentracdo de poluentes provenientes de solugbes aquosas
utiizando materiais biologicos, que pode ocorrer através de adsor¢ao,
complexacdo, quelacdo ou troca ibnica (AKSU & DONMEZ, 2003;
VIJAYARAGHAVAN & YUN, 2007). Quando se trata de micro-organismos, a
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capacidade de adsorcdo € atribuida aos heteropolissacarideos e componentes
lipidicos da parede celular, que contém diferentes grupos funcionais que causam
intensa forca de atracdo entre os corantes e a parede celular do micro-organismo
(VITOR & CORSO, 2008). Embora a utilizacdo de micro-organismos como
biossorventes possua bom desempenho e baixo custo (VIJAYARAGHAVAN &
YUN, 2007), a eficacia desse método depende de algumas condi¢cdes como pH,
temperatura, forca ibnica, tempo de contato, concentracdo e estrutura do corante,
e o tipo de micro-organismo (RENGANATHAN et al., 2006).

Os micro-organismos, tais como bactérias, fungos e algas, podem ser
utilizadas com sucesso para remover a cor de uma vasta gama de corantes. Os
fungos sédo exemplos de micro-organismos que apresentam grande importancia
em biorremediacfes, pois possuem a capacidade de degradar moléculas mais
complexas devido a producdo de enzimas especificas (RAUF & ASHRAF, 2012).
Entre as enzimas que podem atuar na degradacao oxidativa de corantes podem-
se destacar as fenoloxidases tais como, manganés peroxidase, lacase e lignina
peroxidase (YANG et al. 2005). As leveduras representam uma fonte de baixo
custo, disponivel e possuem algumas espécies como Candida zaylanoides,
Candida oleophila e Debaryomyces polymorphus que apresentam uma importante
atividade enzimatica de biodegradacdo concomitante com a descoloracdo de
corantes (DONMEZ, 2002; RAMALHO et al., 2002; LUCAS et al., 2006; YANG et
al., 2003).

Referencial Teérico

IndUstria téxtil

A industria téxtil e de vestuario € uma das maiores e mais antigas
presentes em todo o mundo e possui importante papel por ser responsavel pela
maior parte da economia dos paises desenvolvidos e emergentes (GEREFFI,
2002; KEANE & TE VELDE, 2008). No Brasil, o processo de industrializacao téxtil
teve inicio no final do século XIX e constitui um fator de significativa importancia
para a economia, tendo desempenhado um papel de grande relevancia no
processo de desenvolvimento do pais. Segundo a Associacdo Brasileira da
Industria Téxtil e de Confeccdo (ABIT), o setor téxtil e de confeccdo nacional

compreendem mais de 30 mil empresas e gera 1,7 milhdo de empregos em toda
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a sua extensa cadeia, que inclui fios, fibras, tecelagens e confec¢bes. Efluentes
téxteis possuem caracteristicas variadas e diferentes composi¢fes dependendo
do tipo de tecido fabricado e dos produtos quimicos utilizados e sao constituidos
por grandes quantidades de gases, liquidos e residuos solidos. Muitas dessas
substancias ndo possuem um método adequado de tratamento estabelecido e,
consequentemente, esses efluentes néo tratados tém sido descartados no
ambiente (SAVIN & BUTNARU, 2008). O impacto ambiental causado pela
industria téxtil ttm sido reconhecido tanto em relacdo a descraga de poluentes
como ao consumo de 4gua. Durante todas as etapas de fabricacédo cerca de 200
litros de &gua sé&o utilisados para produzir 1 kg de matéria téxtil. Estima-se que
cerca de 1.000-3.000 m?® de &guas residuais sdo formadas depois de processar
cerca de 12-20 toneladas de téxteis por dia (MALIK, 2002).

Embora as estruturas dos corantes sintéticos tenham significativo papel na
aplicagdo industrial, o uso desses compostos resulta no comprometimento de
recursos essenciais a vida, como a agua. Durante o processo de tingimento uma
parte do corante é perdida, sendo que a quantidade varia dependendo do tipo de
corante utilizado, entre 5 % para corantes basicos a 40 % para corantes reativos
sulfonados quando usados em celulose, devido ao baixo nivel de fixacdo do
corante a fibra (Tabela 1) (MCMULLAN et al., 2001; PEARCE et al., 2003).

Tabela 1 - Faixa de fixacdo de vérias classes de corantes:

Classe de corante Fibra Grau de Fixacgéo (%) Perda para o efluente (%)

Acido Poliamida 80-95 5-20

Basico Acrilico 95-100 0-5

Direto Celulose 70-95 0-10
Disperso Poliéster 90-100 2-10
Pré-metalizados La 90-98 10-50
Reativos Celulose 50-90 10-40

Com grupo sulfénico Celulose 60-90 5-20

Fonte: Adaptado de CERVANTES & SANTOS 2011.

A presenca de pequenas quantidades de corante, cerca de 1 ppm, €
suficiente para afetar a transparéncia e a solubilidade dos gases de mananciais,
rios e outros corpos d’agua. A coloracdo do efluente afeta a penetracdo da luz
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solar e a dissolubilidade do oxigénio, prejudicando a fotossintese de plantas
aquaticas e a absorcao da luz pelas algas. A presenca de corantes, bem como
seus produtos de degradacao, na agua também pode causar problemas na saude
humana como naulseas, hemorragias, Ulceras na pele e mucosas. Em adicdo, os
residuos presentes nos efluentes téxteis causam impactos significativos no
carbono organico total (COT), demanda bioquimica por oxigénio (DBO), demanda
quimica por oxigénio (DQO), solidos suspensos, salinidade, coloracéo e pH (DEY
& ISLAM, 2015). Essas substancias apos entrarem no ambiente podem sofrer
degradacdo biodtica ou abidtica e, dependendo de suas caracteristicas quimicas,
persistirem por longos periodos de tempo. Esses metabdlitos podem ser toxicos,
mutagénicos e carcinogénicos (SATHIYA et al., 2007; ASAD et al., 2007; RAUF &
ASHARF, 2012).

A natureza recalcitrante e a estrutura aromatica complexa dos corantes
influenciam no tipo de tratamento de efluentes. Assim, o desenvolvimento de
processos alternativos e de alta eficiéncia para a remocédo da cor em efluentes
industriais € de extrema importancia, uma vez que as normas estdo cada vez
mais rigorosas em relacdo ao descarte de residuos no meio ambiente (STOLZ,
2001; SILVA et al., 2012).

Corantes téxteis

Segundo Rai et al. (2005), em 1856 Henry Perkin descobriu o primeiro
corante sintético comercializavel que, quando aplicado a fibra, garantia maior
estabilidade da cor e resisténcia a luz, a compostos quimicos, a agentes
oxidantes e a degradacdo microbiana. Ao contrario de compostos naturais, 0s
corantes sintéticos possuem coloracdo por causa de caracteristicas tais como
absorver ou emitir a luz no espectro visivel de 400 a 700 nm, possuir pelo menos
um grupo cromoforo, possuir um sitema conjugado, ou seja, uma estrutura com
ligacdo duplas e simples alternadas, e exibir ressonéncia de elétrons que é a
forca estabilizante de compostos organicos (ABRAHART, 1977).

Os corantes sintéticos sdo macromoléculas organicas capazes de conferir
cor a diferentes tipos de substratos, possibilitando a utilizacdo dos mesmos em

variados setores industriais como industrias téxteis, de couro, tingimento e de
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alimentos. Por possuir variedade de cores, facilidade de sintese, estabilidade a
luz solar, resisténcia a processos de lavagem e a acdo de produtos quimicos, 0s
corantes sintéticos sdo mais utilizados quando comparados aos corantes naturais
(SATHIYA et al., 2007; RAUF & ASHARF, 2012).

A molécula de corante é caracterizada por dois grupamentos principais,
sendo o primeiro o grupo croméforo e a segundo a estrutura responsavel por sua
fixagdo ao substrato (KUNZ et al., 2002). A estabilidade da molécula do corante é
diretamente associada a forca de ligacdo quimica dos atomos componentes dos
grupos cromoforos e auxocromos (KIMURA et al., 1999). Os corantes possuem
uma ampla variedade de estruturas quimicas diferentes, principalmente grupos
aromaticos e heterociclicos substituidos, como amina aromatica (CsHs-NH2), fenil
(CeHs-CH2) e naftil (NO2-OH) (RAJAMOHAN & RAJASIMMAN, 2012). Nesse
contexto, 0s corantes representam um grupo grande e complexo de compostos
organicos que diferem entre si de acordo com o modo de produgdo, nas suas
propriedades quimicas e/ou fisicas, e caracteristicas relacionadas com o0 processo
de aplicacdo (MUHD JULKAPLI et al., 2014). Por possuir essa grande variedade
estrutural, os corantes podem ser sistematicamente classificados de acordo com
0s grupos cromoforos ou conforme o processo de aplicacdo. Entre os primeiros,
estdo incluidos os corantes acridina, azo, arilmetano, antraquinonicos, xantenos,
nitro, sulfurosos, indigos e trifenilmetil (FORGACS et al., 2004; RAUF & ASHRAF,
2012), no entanto, os grupos de corantes reativos mais utilizados pelas industrias
téxteis sdo os corantes azo e antraquinonicos (FORGACS et al., 2004; SANTOS
et al., 2007; SUDHA et al., 2014).

Em relacdo as propriedades de aplicacdo, os corantes dividem-se nos
seguintes tipos: corantes a cuba, corantes de enxofre, azdicos, dispersos, diretos,
acidos, pré-metalizados e reativos, os quais sdo discriminados e descritos a
seguir (GUARATINI & ZANONI, 2000):

Corantes reativos: possuem um grupo eletrofilico (reativo) capaz de formar
ligacao covalente com grupos hidroxila das fibras celulésicas, com grupos amino,
hidroxila e tidis das fibras protéicas e com grupos amino de poliamidas. Os
principais corantes reativos possuem as funcdes azo e antroquinona.

Corantes diretos: sdo constituidos principalmente por corantes contendo

mais de um grupo de azo, como diazo, triazo, entre outros, ou pré transformados



em complexos metalicos. Também possuem a caracteristica de alta solubilidade
em &gua, sendo capazes de interagir com as fibras celulésicas por meio de
interacOes de Van der Waals.

Corantes acidos: sdo corantes sollveis em agua, com grande importancia
em fibras proteicas e poliamida sintética. O corante previamente neutralizado se
liga a fibra por meio de trocas ibnicas. Possuem uma ampla coloracéo e grau de
fixacao.

Corantes a cuba: s&o corantes intensamente utilizados em fibras de
algodao. S&o praticamente insollUveis em agua, porém, no processo de coloracdo
séo reduzidos em solugéo alcalina, transformando-se em compostos soliveis.

Corantes de enxofre: conferem coloracao preta, verde-oliva, azul-marinho e
marrom a fibras celuldsicas. Caracterizam-se por apresentarem compostos
macromoleculares com pontes de polissulfetos, altamente insolUveis em agua.
Em geral apresentam residuos altamente toxicos.

Corantes dispersivos: sao utilizados em tintura de fibras sintéticas. Sao
formados por corantes insoliveis em agua e aplicados por meio de suspenséao.
Durante a coloragdo, estes corantes sofrem hidrolise, ocorrendo lentamente uma
precipitacdo da molécula original.

Corantes azodicos: utilizam um sistema de producado diretamente na fibra,
através de um agente de acoplamento, sendo este um composto de alta afinidade
com a celulose e solavel em agua. A reacdo de acoplamento ocorre por meio da
adicdo de um sal de diazbnio, produzindo um corante insolivel em &gua e
proporcionando a caracteristica de alta resisténcia contra luz e umidade.

Corantes pré-metalizados: possuem um grupo hidroxila ou carboxila na
posicdo orto em relacdo ao croméforo azo, permitindo a formacdo de ions
metdlicos. Esta caracteristica causa desvantagem ecologica, uma vez que estes
corantes estdo associados ao alto conteudo de metal no seu efluente. Fibras
protéicas e poliamida sdo tingidas por este tipo de corante. Apresentam como
caracteristica alta solubilidade em agua e a formagédo de uma ligacdo covalente
entre o corante e a fibra, proporcionando maior estabilidade na cor do tecido

tingido quando comparado a outros tipos de corantes (AXELSSON et al., 2006).



Métodos de tratamento de efluentes

As industrias téxteis possuem grande dificuldade em tratar eficientemente
as aguas residuérias geradas em seus processos de produc¢do, principalmente em
relacdo a remocdo de corantes desses efluentes que, mesmo em pequenas
quantidades, conferem cor intensa, constituindo um dos efluentes mais complexos
e problematicos a serem tratados (AKSU, 2005). Segundo a Resolucéo n° 430 de
maio/2011, do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), os efluentes de
qualquer fonte poluidora somente poderdao ser lancados diretamente no corpo
receptor se obedecerem as condi¢cbes e padrbes previstos na resolucdo, como
por exemplo, pH entre 5 e 9, temperatura acima de 3 °C e abaixo de 40 °C,
auséncia de material flutuante e remover no minimo 60% da Demanda Bioquimica
de Oxigénio (DBO). Diante do impacto ambiental causado por aguas residuais
contendo corantes, diferentes tipos de tratamentos tém sido testados
isoladamente ou em conjunto para tentar diminuir a toxicidade desses compostos,
entre eles, métodos fisicos, quimicos e biol6gicos (MANU & CHAUDHARI, 2002).

Métodos quimicos:

Nos processos oxidativos avancados (POA) a remocéo do corante ocorre
por meio da clivagem dos anéis aromaticos da molécula do corante utilizando
como principal agente oxidante o peroxido de hidrogénio (H202). Devido ao poder
oxidante dos radicais hidroxila, os POA tém sido utilizados de forma crescente. A
caracteristica comum de todos os POA € o uso dos radicais livres reativos,
principalmente os radicais hidroxila, que podem ser gerados por varios métodos,
incluindo processos com H202 ou o0zbnio, ou reagdes induzidas pela luz. A
utiizacdo de Oxidos de ferro como catalisadores no processo Fenton é
denominado de Fenton heterogéneo, e diversas pesquisas tém sido relatadas
nessa area, inclusive para remocédo de corantes (TARR, 2003; BAFANA et al.,
2011). O método de reacao de Fenton utiliza o reagente de Fenton (H202-Fe(ll)) e
é relativamente barato e eficiente na descoloragdo de corantes sollveis e
insolaveis. No entanto, a geracao de lodo associado com esta metodologia limita

a sua utilizacdo (ROBINSON et al., 2001). Embora os processos oxidativos
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apresentem significativas vantagens sobre 0s métodos convencionais de
tratamento, um dos obstdculos para a aplicacdo dos POA em larga escala tem
sido atribuido ao elevado custo dos reagentes, e ao custo operacional envolvendo
as fontes de energia como a luz ultravioleta (TARR, 2003).

A descoloracdo por oxidagdo utilizando o hipoclorito de sédio (NaClO),
ocorre por meio da atuacdo do CI* no grupo amino da molécula do corante,
acelerando a quebra da ligacdo azo. No entanto, 0 aumento da descoloracao
aumenta a concentracdo de Cl*, e ocorre a liberacdo de aminas aromaticas nos
corpos d’agua (BAFANA et al., 2011).

Métodos fisicos:

Tratamentos fisicos sdo baseados em processos de separacdo de fases
(sedimentacédo, flotagdo, centrifugacdo), transicdo (destilagdo, evaporagcao e
cristalizacdo), transferéncia (adsorcdo) e de separacdo molecular utilizando
membranas seletivas (microfiltracdo, ultrafiltracdo, osmose reversa e dialise).
Véarios métodos tém sido empregados para a degradacao de efluentes contendo
corantes e, em geral, estes métodos fazem parte da primeira etapa do tratamento
dos efluentes (ROBINSON et al, 2001; SRINIVASAN & VIRARAGHAVAN, 2010).

Adsorcéao: A adsorcdo € um dos métodos mais populares para tratamentos
de efluentes, uma vez que possui baixo custo, flexibilidade, simplicidade e facil
operacdo (BAFANA et al., 2011). Possui eficiéncia na remocéo de poluentes e de
variados tipos de corantes e é baseado em dois mecanismos: adsorcdo e
mudanca ibnica. No entanto, esse método € influenciado por fatores fisicos-
quimicos como pH, temperatura, tamanho da particula e tempo de contato
(GUPTA & SUHAS, 2009).

Carvao ativado: € um adsorvente muito utilizado para varios tipos de
corantes, no entanto , € dependente do tipo de carvao utilizado e do tipo de
efluente. As taxas de remocédo do corante podem diminuir na reutilizacdo do
adsorvente, além de possuir elevado custo. A fim de tornar o processo
economicamente viavel, podem ser utilizados materiais de baixo custo como
adsorventes, tais como a turfa, argila bentonita, cinzas volantes, resinas

poliméricas e muitos materiais biolégicos tais como espigas de milho, talos de
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milho e palha de trigo para a remocao de cor dos efluentes (RAMAKRISHNA &
VIRARAGHAVAN, 1997).

Filtracdo por membrana: Diferentes métodos de filtracdo como
ultrafiltracdo, nanofiltracdo e de osmose reversa tém sido utilizados para
reutilizacdo da agua e recuperacdo quimica (SARATALE et al., 2011). Essas
metodologias possuem como vantagem a habilidade de descolorir, concentrar e
separar continuamente o corante do efluente, possuir resisténcia a temperatura,
e a micro-organismos. No entanto, ha a concentracéo do residuo formado apés a
separacdo e elevado custo operacional. A filtragdo por membrana é um método
adequado para efluentes com baixa concentracdo de corante, e ndo reduz o teor
de solidos dissolvidos o que torna dificil a reutilizacdo da agua tratada
(ROBINSON et al., 2001).

Permuta iénica: E um método utilizado na descoloracdo de corantes
catibnicos e anibnicos por meio da passagem das aguas residuais por uma resina
de troca ibnica até que os sitios de troca sejam saturados. Nado ha perda do
adsorvente e pode ser utilizado na remocdo de corantes sollUveis, no entanto
possui elevado custo (ROBINSON et al., 2001).

Irradiacdo: Nesse método, € necessario que esteja disponivel quantidade
suficiente de oxigénio dissolvido para quebrar as substancias organicas
eficientemente por radiacdo. O oxigénio dissolvido €é utilizado rapidamente sendo
necessario um constante fornecimento, o que demanda elevado custo (BAFANA
et al., 2011).

Coagulacao eletrocinética: envolve a adicdo de sulfato ferroso e de cloreto
férrico, permitindo a remocédo de corantes diretos de aguas residudrias. Nao € um
método muito utilizado devido ao custo elevado, além de que a concentracao
Otima de coagulante é dependente da carga estéatica do corante na solugdo com a
producao de lodo coagulado (ROBINSON et al., 2001).

Assim, observa-se que as principais desvantagens destes métodos tém
sido, em grande parte, devido ao custo elevado, baixa eficiéncia, limitada
versatilidade, interferéncia com outros constituintes das aguas residuais e o

manejo dos residuos gerados, como demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2: Vantagens e desvantagens de processos quimicos e fisicos na descoloracao

de efluentes industriais.

Métodos
fisicos/quimicos

Vantagens Desvantagens

Reagente de Fenton Efetiva descoloracao de Geracéo de lodo

corantes soluUveis e insolUveis

eletroquimica

Ozonacéo Aplicacdo no estado gasoso: Meia-vida curta, 20 minutos
ndo ha alteracao de volume
Fotoquimico N&o hé producéo de lodo Formacéo de sub produtos
NaOClI Inicia e acelera a quebra de Liberacao de aminas
ligacbes azo arométicas
Destruigéo Componentes nao prejudiciais Elevado custo

Carbono ativado

Remocéo de grande variedade
de corantes

Elevado custo

Filtracdo em Remocéao de todo tipo de Producao de lodo concentrado
membrana corante
Mudanca ibnica N&o hé perda de adsorvente  Nao é efetivo para todo tipo de
corante
Irradiacéao Efetiva oxidagéo em escala Necessario muito O-
laboratorial dissolvido
Coagulacao Economicamente viavel Elevada producéo de lodo

eletrocinética

Fonte: Adaptado de ROBINSON et al., 2001.

Métodos bioldgicos:

Os métodos biologicos de tratamento de efluentes coloridos possuem como
vantagem sobre outros métodos a conversdo de compostos toxicos recalcitrantes
em compostos quimicos simples, como CO2 e H20, ou outros compostos que nao
agridem o meio ambiente, e por apresentar menores custos na aplicacao
(BAFANA et al., 2011). Diversos micro-organismos sao capazes de descolorir
corantes tais como bactérias, fungos, algas, e actinobactérias, no entanto, a
eficacia da descoloracdo microbiana depende da capacidade de adaptacéo e da
atividade dos microrganismos selecionados. Os métodos biolégicos de
descoloracdo séo vistos como especificos, eficazes e ambientalmente seguros,
uma vez que resultam em uma bioconversdo parcial ou total de poluentes
organicos em produtos finais estaveis e ndo toxicos (PANDEY et al., 2007
RAUF& ASHRAF 2012).

A descoloragédo de um efluente por método biolégico pode ocorrer por meio

de biossorcédo, bioacumulacdo ou por degradacdo do corante por enzimas
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microbianas (AKSU, 2005; GADD, 2009; WU et al., 2012; DAS & CHARUMATHI,
2012).

A biossorcdo é um processo fisico-quimico independente do metabolismo e
inclui mecanismos como adsor¢cdo, mudanca ibnica, precipitacdo, interacao
eletrostatica, e pode ser definida como uma ligacdo do soluto & biomassa por
meio de um processo que ndo envolve transporte de energia metabdlica, embora
cada processo possa ocorrer simultaneamente quando biomassa viva é utilizada
(AKSU, 2005; KAUSHIK & MALIK, 2009). A biossorcédo pode ocorrer tanto durante
o0 crescimento das células dos micro-organismos como em células mortas. A
utilizacdo de biomassa possui vantagens especialmente se o efluente contendo
corante for muito téxico e, nessas circunstancias, as células mortas possuem
vantagem como absorventes em relacdo a células vivas, uma vez que nao
necessitam de nutrientes, podem ser estocadas por longos periodos de tempo e
podem ser regeneradas utilizando solventes organicos ou surfactantes (FU &
VIRARAGHAVAN, 2001; AKSU, 2005).

Entre os micro-organismos que sdo mais utilizados como biosorventes
estdo bactérias, microalgas e fungos. A capacidade de biossor¢cdo de um micro-
organismo é atribuida aos heteropolissacarideos e aos componentes lipidicos da
parede celular que contém diferentes grupos funcionais tais como 0Ss grupos
carboxila e hidroxila, tiol e fosfato causando forte forca de atracdo entre os
corantes e a parede celular (AKSU & DONMEZ, 2003; GADD, 2009). Todavia,
além de nédo ocorrer a modificacdo na estrutura original do corante, a eficiéncia da
biossorcdo depende de fatores como pH, temperatura, forca ibnica, tempo de
contato, concentracdo e estrutura do corante e tipo de micro-organismo
(BAYRAMOGLU et al., 2006; VIJAYARAGHAVAN & YUN, 2007).

Nesse contexto, o efluente proveniente de industrias téxteis, que contém
uma mistura de corantes e outros produtos quimicos, pode interferir no processo
de descoloracdo por biossorcdo. Além disso, a biossor¢cdo ndo erradica o
problema ambiental causado pelos corantes, uma vez que o poluente ndo é
metabolizado, em vez disso, permanece retido no interior da matriz do absorvente
(KAUSHIK & MALIK, 2009). Tendo em vista que durante o tratamento de aguas
residuarias utilizando biosorventes ha a eliminagdo de grande quantidade de

biomassa contendo corantes industriais, além da consequente formacdo de
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corante sollvel durante a regeneracdo da biomassa utilizada, a utilizacdo de
biosorventes para o tratamento de aguas residuais contendo grandes volumes de
corantes nao se torna uma abordagem interessante (KUHAD et al, 2004).

A bioacumulacdo € definida como o acumulo inicial de poluentes pelo
crescimento ativo das células, independentemente da temperatura e do
metabolismo, na superficie da biomassa. Essa etapa € seguida por um processo
dependente do metabolismo e pode acumular maiores quantidades de poluentes.
As maiores taxas de bioacumulacdo de corantes podem ser atingidas utilizando
quantidades disponiveis de fonte de carbono e nitrogénio facilmente utilizaveis no
meio de crescimento das células. No entanto, existem limitages significativas no
emprego de células vivas na descoloracdo, uma vez que o crescimento celular é
inibido quando a concentracdo de corante é muito elevada (AKSU & DONMEZ,
2005; RENGANATHAN et al., 2006; DAS & CHARUMATHI, 2012).

A biodegradacéo é definida como a hidrolise de substancias recalcitrantes
por sistemas microbianos ou por outros agentes biolégicos. A descoloracdo de
corantes industriais por biodegradacédo ocorre pela acao de diferentes enzimas e
envolve a clivagem do grupo croméforo e possibilita a fragmentacdo da molécula
inicial do corante em moléculas menores e mais simples, ou em sua total
mineralizacdo (MOHAN et al., 2005; RAUF & ASHRAF, 2012). A mineralizacao é
0 processo que envolve a completa degradacdo do composto, ou seja, a hidrolise
total de moléculas organicas em agua e gas carbbnico e/ou outro composto
inorgéanico final (BENNETT et al., 2002).

A eficacia de degradacdo dos processos biologicos depende da
biodegradabilidade dos contaminantes, isto €, sua suscetibilidade, que é
fortemente influenciada pela estrutura quimica e concentracdo. Normalmente,
quanto mais complexa a estrutura quimica de um composto mais dificil de ser
biodegradado (GIANFREDA & RAO, 2004). A biodegradacdo de corantes
industriais € um processo dependente de energia e envolve a hidrélise da
molécula do corante que pode ocorrer por vias aerObicas e anaerdbicas
(KEHARIA & MADAMVAR, 2003; AKSU & DONMEZ, 2005).

No sistema aerodbico, bactérias e fungos utilizam oxigénio no processo de
degradagcdo, ao passo que no processo anaerObico ndo ha a presenca de

oxigénio e, geralmente, ocorre sob condi¢cbes estéticas (KAUSHIK & MALIK,
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2009). No tratamento aerdbio, os micro-organismos que atuam na degradacao
dos compostos existentes nos efluentes utilizam a molécula de oxigénio livre
como aceptor final de elétrons.

O tratamento anaerobio ndo utiliza a molécula de oxigénio ligado aos
compostos quimicos como aceptor final de elétrons (GALLIZIA et al., 2004). O
tratamento anaerébico de efluentes contendo corantes pode ocorrer pela
utilizacao de diferentes tipos de bactérias produtoras de enzimas azoredutases.
Nesses casos, a descoloracéo ocorre por reducao através do co-metabolismo do
micro-organismo ou o corante atua como aceptor final de elétrons durante a
respiracd o anaerbbica por meio de enzimas ndo especificas formando aminas
aromaticas (O'NEILL et al., 2000; FRIJTERS et al., 2006).

Enzimas Microbianas

Cada vez mais é reconhecido o uso das enzimas em processos de
remediacdo para tratamento de poluentes especificos. Estas podem atuar em
compostos recalcitrantes, removendo-os por precipitacdo, transformagcdo em
outros produtos indcuos ou alterando as caracteristicas de um determinado rejeito
para aumentar sua biodegradabilidade (GIANFREDA & RAO, 2004; KARAM &
NICELL, 1997).

Enzimas extracelulares incluem uma ampla gama de oxidorredutases e
hidrolases, as quais podem transformar substancias poliméricas em produtos
parcialmente oxidados ou hidrolisados que podem ser facilmente captados pelas
células. As oxidorredutases microbianas sdo enzimas periplasmaticas associadas
a parede celular de células viaveis, e sdo encontradas principalmente em fungos,
tais como os basidiomicetos degradadores de madeira, e actinobactérias
(GIANFREDA & RAO, 2004). No entanto, as enzimas isoladas oferecem grandes
vantagens por possuir maior especificidade, melhor padronizacéo, facilidade de
armazenamento, sem a dependéncia das taxas de crescimento microbiano
(HUSAIN et al., 2009).

As principais oxidorredutases, lacases e peroxidases, apresentam grande
potencial no tratamento de uma variedade de compostos organicos (KAUSHIK &

MALIK, 2009) e seu uso pode ser uma pratica interessante para a descoloragéo
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de corantes sintéticos. Estas enzimas podem catalisar a
transformacao/degradacédo de corantes aromaticos, tanto por precipitacdo como
pela ruptura do anel aromatico (AKTAR & HUSSAIN, 2006). As azoredutases tém
demonstrado alta especificidade na clivagem de ligacbes azo, enquanto que
peroxidases e lacases atuam inespecificamente em anéis arométicos e possuem
0 potencial de degradar uma vasta gama de estruturas aromaticas.
Alternativamente, o tratamento enzimatico pode ser utilizado como uma etapa no
tratamento de componentes tOxicos que podem ser seletivamente removidos,
funcionando como um pré-tratamento durante o processo de remediagéo
(GIANFREDA & RAO, 2004).

Utilizacdo de micro-organismos na descoloracdo de corantes e tratamento

de efluentes téxteis

Varios micro-organismos, incluindo bactérias, fungos e algas possuem
capacidade de descolorir e mineralizar corantes industriais, no entanto, a
efetividade da descoloracdo microbiana depende de fatores como a
adaptabilidade e da atividade dos micro-organismos utilizados (PANDEY et al.,
2007).

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes, que estdo presentes em
praticamente todo o tipo de habitats do planeta. Alguns corantes exibem elevada
toxicidade para a vida aquatica, mas ndo reduzem significativamente o
crescimento e proliferacdo das microalgas que podem ser encontradas crescendo
em efluentes industriais (ACUNER & DILEK, 2004; DUBEY et al., 2011). Os
mecanismos utilizados pelas algas na descoloracdo podem ser degradacéo
enzimatica, adsorcdo ou ambos. As algas podem ser utilizadas na descoloracao
de corantes, uma vez que sdo capazes de degradar corantes azo por meio de
azoredutases e enzimas oxidativas (EI-SHEEKH et al., 2009; OMAR, 2008;
PRIYA et al, 2011). Portanto, as microalgas sdao uma opgéo para a
biorremediagéo de efluentes téxteis, uma vez que, em contraste com as bactérias
e os fungos, que dependem de fontes de carbono adicional, algas produzem
energia a partir da luz solar e obtém o carbono do ar atmosférico, tornando o
cultivo mais barato (SAHA et al., 2010).
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Segundo Solis et al. (2012), um dos organismos mais aplicados a
biorremediagéo de efluentes téxteis sdo as bactérias, em fungéo da facilidade de
cultivo, rapido crescimento e capacidade de sobreviver em condi¢cfes extremas de
salinidade e temperatura. A descoloracdo de corantes azo por bactérias
geralmente € iniciada pelas azoredutases que sdo responsaveis pela reducdo da
ligacdo azo em ambiente anaerdbio. Corantes azo sdo geralmente resistentes a
degradacéao por bactérias em condicfes aerdbias porque a presenca de oxigénio
normalmente inibe a atividade de reducdo da ligacdo azo (CHANG et al., 2004),
sendo interessante a descoloragdo em condicdes anaerObicas ou estaticas
(SARATALE et al., 2009). Contudo, algumas estirpes de bactérias aerbbias
selecionadas possuem a capacidade de reduzir a ligagdo azo por azoredutases
aerobicas (KODAM et al., 2005; OOl et al., 2007; LIN & LEU, 2008).

Muitos fungos tem capacidade de descolorir efluentes industriais contendo
corantes via adsorcdo de biomassa, sem degradacéo, ou através de degradacao
aerdbica completa. Os fungos sdo organismos eucarioticos, heterotréficos, cuja
nutricdo ocorre por absorcao e sua principal substancia de reserva € o glicogénio.
Sao constituidos basicamente por hifas que, agrupadas, formam o micélio. As
hifas podem ser asseptadas ou cenociticas, ou podem possuir septos que sao
produzidos em intervalos relativamente regulares ao longo de todo o comprimento
da hifa, dividindo-a em compartimentos que possuem um ou mais nucleos. No
entanto, nem todos os fungos possuem micélios compostos por hifas, muitas
formas sado referidas como leveduras, existindo como células Unicas que séo
capazes de se reproduzir rapidamente por gemacdo ou fissdo binaria
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

A utilizacdo de fungos filamentosos nos processos de descoloracdo é uma
alternativa atraente devido ao baixo custo e a possibilidade de total mineralizacao
do corante (MARTORELL et al., 2012). Os fungos secretam enzimas
extracelulares que auxiliam na clivagem de complexos poliméricos, bem como na
absorcdo de nutrientes simples, sendo importantes ndo apenas para a sua
sobrevivéncia em ambientes extremos, mas para a subsisténcia das demais
comunidades do nicho tréfico (GOPINATH et al., 2005). Assim, uma vez que as
enzimas dos fungos sdo extracelulares, ndo ha a limitacdo de difusdo do

substrato como ocorre com bactérias. Além disso, a secrecdo de enzimas por

17



fungos da podriddo branca é dependente da fonte de carbono e nitrogénio e nédo
pela presenca de poluentes (GE et al., 2004).

A utilizacdo desses fungos em processos de biorremediacdo ocorre devido
ao sistema enzimatico ndo especifico desenvolvido para despolimerizacdo e
mineralizacdo do complexo polimero de lignina e compostos aromaticos (PARK et
al., 2004; GOPINATH et al., 2005; NOZAKI et al., 2008). Assim, devido a
semelhanca entre 0s grupos quimicos presentes na lignina e nos corantes téxteis,
estas enzimas também sdo capazes de degrada-los, constituindo uma possivel
alternativa para o uso na remediacdo de efluentes da industria téxtil (KUHAD et
al., 2004; COUTO, 2009).

Fungos causadores da podriddo branca, por exemplo, sdo capazes de
mineralizar diferentes tipos de corantes sintéticos devido ao seu sistema de
enzimas oxidativas e lignoliticas incluindo a Lacase (Lac), a Manganés-
Peroxidase (MnP) e a Lignina-Peroxidase (LiP), todas envolvidas na oxidacéo de
complexos de estruturas aromaticas, como alguns compostos xenobibticos
(ASGHER et al., 2008; ENAYATZAMIR et al., 2009; MARTORELL et al., 2012).

O sistema enzimético fenoloxidase inclui as lacases e tirosinases, que
necessitam de oxigénio molecular para a atividade, e as enzimas lignina
peroxidase e manganés peroxidase que utilizam o peréxido de hidrogénio em
suas reacdes. Nesse contexto, a degradacdo de corantes ocorre em condicfes
aerdbicas evitando a formacdo de aminas aromaticas que sdo sintetizadas
durante a reducdo de corantes azo por bactérias em condicbes anaerdbicas
(O'NELL et al., 2000; NOZAKI et al., 2008). No entanto, o envelhecimento do
micélio desses tipos de fungos e a possibilidade da contaminacdo bacteriana em
condicBes nao estéreis prejudica a utilizacdo de fungos da podriddo branca no
tratamento de efluentes (BORCHET & JUDY, 2001; PAGOT et al., 2007; BAFANA
et al, 2011). De acordo com Solis et al. (2012), a imobilizacdo da biomassa
fungica é vantajosa quando o efluente téxtil possui substancias téxicas que
dificultam o crescimento celular, uma vez que a biomassa pode ser regenerada e
reutilizada ao longo de muitos ciclos.

Os mecanismos que envolvem a descoloracdo por leveduras sao
biossor¢éo, bioacumulagédo ou degradacdo enzimatica. A coloracdo da biomassa

apos a remocdo do corante atua como indicador do mecanismo envolvido na
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descoloracdo do corante. A auséncia de cor na biomassa € um forte indicio de
gue ocorreu a biodegradacéo do corante (DAS & CHARUMATHI, 2012).

As leveduras possuem algumas vantagens quando comparadas com
bactérias e fungos filamentosos, pois crescem rapidamente como bactérias e
resistem a ambientes desfavoraveis, como por exemplo, em ambientes de baixo
pH, como fungos filamentosos (YU & WEN, 2005).

Yang et al. (2003) demonstrou a capacidade de duas espécies de
leveduras, Debaryomyces polymorfus e Candida tropicalis, em degradar seis
diferentes tipos de corantes reativos através da enzima manganés peroxidase.
Pajot et al. (2011) propuseram que leveduras oligotréficas, com alto potencial de
descoloracéo, podem crescer em meio contendo apenas o corante como fonte de
carbono e energia. Além disto, Martorell et al. (2012) descreveram um modelo de
“screening” onde somente leveduras capazes de usar o corante como fonte de
carbono e energia ou nitrogénio foram isoladas e, seguindo esta metodologia,
recuperaram leveduras pertencentes aos grupos dos Ascomicetos e
Basidiomicetos. Em adigao, Lucas et al. (2006) utilizaram um isolado de Candida
oleophila na descoloracdo do corante preto reativo e observaram que a
descoloracéo do corante azo esta associada ao metabolismo primario da levedura

sem a presenca de enzimas oxidativas.

Fatores abio6ticos que influenciam na descoloragdo de corantes por micro-

organismos

Os ecossistemas sdo ambientes dinamicos com variadas condi¢cdes
abibticas como pH, temperatura, presenca de oxigénio, metais e sais. Os micro-
organismos, que possuem importante papel nos ciclo do carbono, nitrogénio e
enxofre, sdo afetados pelas mudancas nesses parametros que,
consequentemente, afetam suas atividades de decomposi¢cdo (ALI, 2010). Os
micro-organismos sao sensiveis a presenca de substancias quimicas tais como
corantes, alta salinidade, variacdes de pH e elevado teor de compostos organicos.
Assim, os efeitos desses parametros também sdo levados em consideracdo na
avaliacdo do potencial de diferentes micro-organismos na degradacéo de
compostos xenobioticos (DUA et al., 2002; MEGHARAJ et al., 2011; ANG et al.,
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2005; RAUF& ASHRAF, 2012). Para possibilitar o maior desempenho na
descoloracdo de corantes, é necessario criar um ambiente favoravel para o
crescimento dos micro-organismos.

Os corantes possuem deficiéncia em carbono, tornando a biodegradacéo,
sem uma fonte extra de carbono, um processo dificil de ser realizado (TONY et
al., 2009). Neste processo, a fonte de carbono possui diferentes finalidades: servir
como fonte de carbono e energia para o crescimento e sobrevivéncia do micro-
organismo e como doadores de elétrons necessarios para clivagem da ligacao
azo. As taxas de descoloracdo geralmente aumentam na presenca de fontes de
carbono, no entanto, é importante considerar a quantidade da fonte, pois deve ser
suficiente baixa para atender aos requisitos do crescimento da biomassa, permitir
a atividade metabdlica dos micro-organismos e manter a descoloracéo
(WAGHMODE et al., 2011; KHOUNI et al., 2012). E importante considerar,
também, que elevadas concentracdes da fonte de carbono levam a baixas taxas
de descoloracéo, pois os micro-organismos utilizam preferencialmente a fonte de
carbono ao corante (KUMAR et al., 2009; MOHANA et al., 2008; WAGHMODE et
al., 2011). Um estudo realizado por Yang et al. (2005), demonstrou que leveduras
nao conseguem utilizar o corante como fonte de carbono e de energia para
crescimento, bem como para a producdo das enzimas necessarias para
degradacdo de corantes sintéticos. Assim, o processo de descoloracao requer
uma fonte extra de carbono.

Diferentes fontes de nitrogénio tém sido estudadas para melhorar as taxas
de descoloragdo, no entanto, como observado no consoércio de Paenibacillus
polymyxa, Micrococcus luteus, e Micrococcus sp. durante a descoloragdo do
corante Reativo Violeta 5R, a utilizacdo de extrato de levedura obteve os
melhores resultados durante a descoloragdo de azo corantes (MOOSVI et al.,
2007). As fontes de nitrogénio também sao importantes na biodescoloracdo, uma
vez que o metabolismo das mesmas € considerado essencial para a regeneracéo
do NADH que atua como doador de elétrons na redugcédo da ligagdo azo (HU,
1994). De acordo com KAUSHIK & MALIK (2009), a quantidade de nitrogénio
presente no meio afeta a descoloracdo de corantes por meio da alteracdo da

producdo enzimatica pelos fungos pois, para muitas espécies fungicas, a
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atividade das enzimas ligninoliticas é suprimida por elevadas concentracdes de
nitrogénio.

O efeito do pH no processo de descoloracdo € importante, pois alguns
componentes responsaveis pela coloracdo do efluente sdo solUveis sob valores
de pH elevados e insoluveis em pH acido (FU & VIRARAGHAVAN, 2001). O pH
inicial da solugdo contendo o corante possui influéncia significativa sob as
propriedades quimicas tanto do corante como da biomassa do micro-organismo,
afetando o transporte da molécula do corante através da membrana celular (FU &
VIRARAGHAVAN, 2001; SRINIVASAN & VIRARAGHAVAN, 2010). Geralmente,
fungos filamentosos e leveduras mostram melhor atividade de descoloracdo e
biodegradacdo em pH acido ou neutro, enquanto bactérias em pH neutro ou
basico (ALI, 2010). No processo de biodegradacdo, o pH é um importante fator
devido a possibilidade de alterar o metabolismo microbiano, afetando sua
fisiologia e, consequentemente, a expressao e atividade das enzimas envolvidas
no processo. Assim, as taxas de descoloracédo sdo maiores no pH 6timo e tendem
a diminuir em valores extremos de pH (KAPDAN et al., 2000). Em relacdo a
expressdo de enzimas lignoliticas, baixos valores de pH sdo requisitos para
atividade 6tima da enzima e, consequente, aumento da eficiéncia do processo de
degradacdo (KAUSHIK & MALIK, 2009).

A temperatura € um fator de extrema importancia para todos 0s processos
associados a vida microbiana, incluindo a atividade de biodegradacdo dos micro-
organismos na remediacao de solos e agua (ALI, 2010). Além disso, também tem
sido relatado que mudancas na temperatura levam a alteracdo repentina na
ativacdo energética dos micro-organismos (YU et al., 2001). As maiores taxas de
remocao de cor estdo geralmente relacionadas com a temperatura 6tima de
crescimento da cultura celular de cada espécie de micro-organismo (PEARCE et
al., 2003). A atividade de degradacao diminui devido ao crescimento mais lento e
desativacdo de enzimas responsaveis pela descoloracdo e, assim, as taxas de
biodegradacdo dos micro-organismos serdo melhores na temperatura o6tima
necessaria para crescimento, reproducédo e atividades enzimaticas (ALI, 2010).
De acordo com Saratale et al. (2009), as taxas de descoloracédo de corantes azo
aumentam na temperatura 6tima, no entanto com o aumento da temperatura ha

uma reducdo na atividade de descoloracdo. Este declinio em temperaturas mais
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elevadas pode ser atribuido a perda da viabilidade celular ou & desnaturacao das
enzimas azo redutases.

A diminuicdo da descoloracdo do corante a medida que aumenta a
concentracdo do corante pode ser atribuido a sua toxicidade no crescimento
celular ou na concentracao inadequada da biomassa em relagcdo ao corante, bem
como ao bloqueio de sitios ativos de enzimas responsaveis pela degradacao pela
molécula do corante com diferentes estruturas (GOPINATH et al., 2009; ALI,
2010). De acordo com CHEN et al. (2003), corantes azo reativos contendo o
grupamento &cido sulfénico (SOsH) em seus anéis aromaticos inibem o
crescimento de micro-organismos em elevadas concentracoes.

As condi¢cdes ambientais também podem afetar diretamente os processos
de descoloracao e degradacao pelo estado redutivo ou oxidativo do ambiente e,
indiretamente, influenciar no metabolismo microbiano (BARDI & MARZONA
2010). Apesar da degradacdo de corantes sintéticos ocorrer sob condi¢des
aerObicas e anaerObicas por diversos micro-organismos (VAN DER ZEE &
VILLAVERDE, 2005), a maior remocdao de cor € observada em culturas aeradas.
Este fato ocorre por causa da melhor transferéncia de oxigénio e distribuicdo de
nutrientes quando comparado com culturas estaticas (KAUSHIK & MALIK, 2009).
No entanto, sob condicbes anaerdbicas redutivas também ocorre atividade
enzimatica, com elevadas taxas de descoloracdo. Todavia, € necessaria uma
pequena quantidade de oxigénio para acdo de enzimas oxidativas, que também
estdo envolvidas na degradacdo de corantes sintéticos, para que ocorra a
mineralizacao do composto (PEARCE at al., 2003).

Toxicidade de efluentes industriais

Muitos tratamentos podem ser eficientes para a descoloracdo de corantes,
porém, é essencial saber se ha a formacdo de produtos toxicos durante o
processo. Assim é importante a avaliagdo da toxicidade dos produtos formados
durante os processos de biorremediacéo, a fim de testar a viabilidade técnica da
degradacédo (JADHAV et al.,, 2010). A andlise quimica € normalmente utilizada
para avaliar a eficiéncia da remoc¢do de compostos quimicos, no entanto, o

tratamento utilizado pode gerar a formacado de compostos potencialmente mais
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toxicos (MIGID et al., 2007), dessa forma, uma das técnicas para avaliar a
toxicidade do produto final € o uso de bioindicadores. Desde a formacédo do
corante até a sua deposicdo em um corpo hidrico, os contaminantes podem se
associar a certas particulas, tornando-se biodisponiveis para o0 ecossistema,
sofrer biotransformacdao, originando substancias mais ou menos toxicas ou migrar
do sedimento para outros compartimentos ambientais via cadeia tréfica. Portanto,
niveis elevados de contaminantes podem acarretar efeitos para a biota aquatica,
dependendo de uma série de fatores que alteram a sua biodisponibilidade e a sua
toxicidade (SALOMONS et al., 1987; CHUNG et al., 2007; FARRE & BARCELO,
2003).

O efeito tdéxico e carcinogénico dos corantes se deve, principalmente, ao
fato de que, em sua maioria, eles sao fabricados a partir de agentes cancerigenos
como benzidina, naftaleno e outros compostos aromaticos (GUARATINI &
ZANONI, 2000). Os efluentes industriais também sdo corriqueiramente
associados a presenca de elementos-traco. Nesse caso, 0s metais podem ser
provenientes das moléculas do corante ou de outros materiais utilizados no
processo de tingimento, como o0 mercurio, presente em VAarios reagentes quimicos
ou o cromo, proveniente do dicromato de potassio, utilizado na oxidacdo de
corantes ao enxofre (GUARATINI & ZANONI, 2000; KAUSHIK & MALIK, 2009).
Os riscos toxicolégicos dos corantes sintéticos a saude humana estdo
intrinsecamente relacionados ao modo e ao tempo de exposi¢ao, a ingestao oral e
a sensibilizacdo da pele e das vias respiratérias (GUARATINI & ZANONI, 2000).

A toxicologia envolve o estudo qualitativo e quantitativo dos efeitos
adversos de substancias quimicas ou outros materiais antropogénicos sobre 0s
organismos expostos.

A ecotoxicologia é uma éarea especializada da toxicologia ambiental que
centra seus estudos nos efeitos ocasionados por agentes quimicos e fisicos sobre
a dindmica de popula¢gbes e comunidades integrantes de ecossistemas definidos.
Os testes de toxicidade consistem em expor organismos representativos, durante
um periodo determinado, a varias concentragbes de uma ou mais substancias e
avaliar os efeitos causados. Os efeitos toxicos vdo desde a mortalidade até
efeitos sub-letais, como mudancas no crescimento, no desenvolvimento e na
reproducédo (PAIVA MAGALHAES & FERRAO-FILHO, 2008).
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Os efeitos deletérios podem ser de dois tipos, agudo ou cronico. O efeito
agudo é definido como uma resposta severa e rapida a um estimulo, a qual se
manifesta num intervalo curto variando de 0 a 96 horas. Para se avaliar efeitos
agudos utiliza-se em geral o pardmetro da CLso, que € a concentragdo do agente
toxico que causa letalidade, ou outro efeito, em 50% dos organismos-teste. Via de
regra, sdo recomendados testes com variados tipos de organismos pertencentes
a diferentes niveis troficos do ambiente, sendo eles produtores primarios,
representados por algas ou plantas superiores, consumidores primarios, tais
como microcrustaceos, e consumidores secundarios, representados por peixes
(COSTA et al., 2008; GARCIA-LORENZO et al., 2009).

Testes de toxicidade utilizando plantas como modelo sao
consideravelmente mais sensiveis e simples, tendo como vantagens a grande
variedade de parametros, como a germinacdo de sementes, o ganho de
biomassa, o0 alongamento de raiz e o crescimento vegetal, além de apresentar
baixo custo e disponibilidade de realizacdo dos testes durante o ano todo
(CZERNIAWSKA-KUSZA & KUSZA, 2011). No entanto, a germinacdo de
sementes e 0 crescimento de plantas sdo os parametros mais utilizados para
avaliar fitotoxicidade de um composto (KAPANEN & ITAVAARA, 2001). A alface
(Lactuca sativa L.) e a cebola e (Allium cepa L.) sdo modelos comumente
utilizados para avaliar toxicidade de efluentes, medindo o percentual de
germinacio e o alongamento radicular (EOM et al., 2007; FARRE & BARCELO,
2003). Contudo, € importante compreender que, embora as plantas fornecam
evidéncias dos efeitos toxicos de efluentes e sedimentos contaminados, sua
resposta também poder ser afetada por condicdes como a disponibilidade de
nutrientes (NAKAMURA et al., 2002).

A Artemia salina € uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca,
utilizada como bioindicador de toxicidade. A grande dispersédo do género pelo
mundo em enormes populacdes pode ser atribuida a reproducdo partenogénica
com producdo de cistos, que ocorre na auséncia do macho (VEIGA & VITAL,
2002); além disso, os organismos desse género atuam como elo trofico entre as
comunidades plancténicas e as cadeias superiores. Os cistos podem ser
armazenados em ambiente seco ou sob condi¢bes anaerdbicas por, no minimo,

seis meses, sem perder a viabilidade e sem a necessidade de manter culturas
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continuas (CALOW, 1993). Uma vez hidratado, o embrido que esta dentro do
cisto se ativa e, apds algumas horas, as membranas rompem e nasce uma larva
nauplio livre-natante. E neste estagio do seu ciclo de vida que a Artemia é
utilizada nos testes de toxicidade aguda. O efeito toxico observado nesse
bioensaio consiste na perda da capacidade de movimentacédo das larvas, apds o
periodo de exposicdo com as amostras a serem testadas. Mesmo quando n&o
sdo lancados diretamente ao mar, a utilizacdo de Artemia sp. € justificada pelo
fato de que a maioria dos compostos nocivos despejados tém o ambiente salino
como destino final (PIMENTEL et al., 2011). Assim, os testes de toxicidade sao
importantes para avaliar o potencial de risco ambiental de contaminantes, uma

vez que somente as analises quimicas ndo possibilitam esse tipo de avaliacao.
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CAPITULO 1

DESCOLORACAO DO CORANTE AZUL
BRILHANTE DE REMAZOL R POR LEVEDURAS
ISOLADAS DE MOLUSCOS DO RIO SUBAE-BA
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Descoloracdo do corante Azul Brilhante de Remazol R por
leveduras isoladas de moluscos do Rio Subaé-BA

Decolorization of Remazol Brilliant Blue R dye by yeasts isolated
from molluscs the Subaé River — BA.

Resumo

O langamento de efluentes provenientes da industria de corantes em corpos d’agua acarreta
grave impacto ambiental. Assim, esse trabalho teve como objetivo analisar o potencial de
descoloracéo do corante Azul Brilhante de Remazol R (RBBR) por leveduras isoladas de
moluscos do rio Subaé-Bahia. Entre as leveduras estudadas, cinco (0JU2, SJL6, SF5, SJ10
e SJUS) apresentaram capacidade de descolorir o RBBR por meio da biodegradacdo com
taxas variando entre 80% e 93%, ap0s 24 horas de incubacdo. As condicdes 6timas de
descoloracao foram pH &cido, 2 % de glicose, 25 ppm do corante e 25 °C. Apds 0s ensaios
de toxicidade com Artemia salina, foi observada diminuicdo da toxicidade ap6s o
tratamento com os isolados SJ10 e SJU5, pois os valores de CLsp aumentaram de 8,16%
para 19,5% e 20,8 %, respectivamente, apds 120 horas de incubacéo.

Palavras-chave: fungos, corante téxtil, biorremediacéo

Abstract

The discharge of effluents from the dye industry in aquatic environments causes severe
environmental impact. Thus, this study aimed to analyze the potential for decolorization of
the Brilliant Blue dye Remazol R (RBBR) by yeasts isolated from the river Subaé-Bahia
molluscs. Among the yeasts studied, five (OJU2, SJL6, SF5, and SJU5 SJ10) showed
ability to decolorize RBBR by biodegradation with rates ranging between 80% and 93%
after 24 hours of incubation. The optimal conditions for decolorization were acid pH,
glucose 2%, 25 ppm dye concentration and 25 °C. After the toxicity tests with Artemia
salina, decreased toxicity was observed following treatment with isolated SJU5 and SJ10,
since the LCso values increased from 8.16% to 19.5% and 20.8%, respectively, after 120
hours incubation.

Keywords: fungi, textile dye, bioremediation

1.0 INTRODUCAO

Os corantes sintéticos sdo largamente utilizados em variadas aplica¢@es industriais,
incluindo a industria téxtil. Mais de 10.000 corantes estdo comercialmente disponiveis e,
pelo menos, 10% sdo lancados no ambiente através de aguas residuais (Fu &
Viraraghavan, 2001). A presenca de corantes em um corpo d’agua ¢ altamente visive,|

mesmo em concentragdes muito baixas, e reduz a penetracdo da luz, afetando a
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fotossintese. Além disso, alguns corantes podem ser tOxicos ou mutagénicos e
carcinogénicos (Nigam et al., 2000; Dogan et al., 2005).

Os corantes podem ser classificados pelo seu grupo cromoéforo e possuem
diferencas nas estruturas e estabilidade quimica. O Azul Brilhante de Remazol R (RBBR)
pertence & classe dos corantes antraquindnicos e representa um importante organopoluente
toxico e recalcitrante. E um composto derivado do antraceno que apresenta elevada
toxicidade, devido ao comportamento quimico similar aos compostos que pertencem a
familia de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), que sdo muito dificeis de serem
metabolizados (Mechichi et al., 2006; Osma et al., 2010; Hadibarata & Kristanti, 2012a).
Além disso, 0 RBBR é utilizado como molécula modelo para isolamento de espécies
degradadoras de poluentes, uma vez que permite selecionar micro-organismos
produtores de enzimas envolvidas na hidrolise da lignina (Machado & Matheus, 2006).

Os corantes sintéticos sdo altamente resistentes a biodegradacéo e, frequentemente,
ndo sdo removidos por processos de tratamento convencionais quimicos e fisicos, o que 0s
torna um importante fator de poluicdo ambiental (Ahn et al., 1999; Jarosz-Wilkotazka et
al., 2002). Métodos bioldgicos para tratamento de efluentes, especialmente os baseados na
biodegradacdo, s&o mais atrativos por possibilitar a redugéo da toxicidade dos subprodutos
da descoloracdo. Além disso, possuem baixo custo operacional quando comparado aos
métodos fisicos e quimicos de tratamento de efluentes (Heinfling-Weidtmann et al., 2001,
Kuhad et al., 2004). Neste contexto, uma estratégia promissora € a utilizacdo de micro-
organismos que possuam a capacidade de descoloracdo (Robinson et al., 2001; Liu et al.,
2004). Por possuir rapido crescimento e suportar condi¢fes de baixo pH e de elevada
concentracdes de sais, a utilizacdo de leveduras na descoloracdo de corantes apresenta
vantagens em relacdo a bactérias e fungos filamentosos (Qu et al., 2012). Muitas espécies
de fungos como Pleurotus ostreatus, Pichia sp., Penicillium sp. e Candida tropicalis
demonstraram capacidade em descolorir corantes por meio de adsorcdo ou/e degradacao
(Kalmis et al., 2008; Gou et al., 2009; Qu et al., 2010; Tan et al., 2013). Assim, a sintese
de enzimas extracelulares também permite a utilizagdo de micro-organismos como método
alternativo na descoloracdo de efluentes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
selecionar e identificar leveduras com potencial para descoloracdo do corante RBBR,
analisando os efeitos de diferentes parametros como pH, temperatura, concentracdo de
glicose e concentracdo inicial do corante sobre a descoloragdo, bem como avaliar a

toxicidade final do processo de degradagéo.
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2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Corante
Foi utilizado o corante Azul Brilhante de Remazol R (RBBR) (Sigma Aldrich, St.
Louis,USA), como uma solucdo estoque na concentracdo final de 10.000 ppm, pela

dissolugédo do pé em &gua destilada.

o) NH2
‘O SO:zNa
S02CH2CH20S03Na
0 NH

Figura 1: Estrutura quimica do corante Azul Brilhante de Remazol R (Hadibarata & Kristanti,
2012a)

2.2 Triagem das leveduras

Foram utilizadas leveduras que fazem parte da micoteca do laboratério de
Bioquimica da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB). As mesmas foram
isoladas de moluscos coletados no municipio de Sdo Francisco do Conde, na Baia de
Todos os Santos, considerando o eixo longitudinal do rio Subaé (da nascente a foz). Foram
realizadas trés coletas em trés unidades amostrais correspondendo as regides: agricola
(longitude 12° 33' 52.4" e latitude 038° 41' 40.5"), urbana (12° 35' 35.8" e latitude de 038°
41' 47.7") e estuarina (longitude de 12° 37' 52.9" e latidude de 038° 40' 55.0") nos meses
de outubro e dezembro de 2010 e janeiro de 2011. Os isolados foram conservados em
glicerol a 20% em temperatura de — 20 °C.

Os isolados foram reativados em placas de Petri contendo meio Sabouraud-
dextrose durante 24-48 h e incubadas a 25 °C. A triagem para a capacidade de
descoloracdo em meio liquido foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 250 ml contendo
60 ml do Meio Normal de Descoloragdo (MND) modificado (Ramalho et al., 2004),
constituido por (%): extrato de levedura (0,25), KH2PO4 (0,5), CaCl..2H.0 (0,013),
MgSQO4.7H20 (0,05), glicose (2) e concentragéo final do corante de 25 ppm. Os frascos de

Erlenmeyer foram inoculados com 6 ml de uma suspensdo celular padronizada (D.O.e00 =
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0.8) das culturas e incubadas a 25°C por 120 h em agitacdo de 150 rpm. Os ensaios foram
realizados em triplicata e, como controle, foi utilizado o MND acrescido do corante sem 0
indculo. A cada 24 horas, aliquotas de 1 ml foram retiradas e centrifugadas durante 20
minutos a 5.000 rpm. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 595 nm e a porcentagem de descoloracdo foi obtida a partir da seguinte
formula:
Descoloracéo (%) = (A-B)/A x 100,

Onde: (A) indica a absorbancia do meio nao inoculado e (B) indica a absorbancia residual

do meio.

2.3 Determinacédo da biomassa dos isolados

Apds os ensaios de descoloracdo as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a
5.000 rpm, o sobrenadante foi retirado e a biomassa contida no fundo do tubo foi lavada
com &gua destilada e centrifugada novamente. A biomassa foi determinada por
turbidimetria (densidade otica) a 600 nm (D.O.e00). Todos 0s ensaios foram realizados em

triplicata.

2.4 Descoloracao em diferentes condiges de cultivo

Para definir as melhores condicdes para a descoloracdo do RBBR as variaveis
escolhidas foram: pH (2 a 8), concentracdo inicial do corante (25, 50, 75 e 100 ppm),
concentracédo da fonte de carbono (0, 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0%) e temperatura de incubacgéo (20
°C a 40 °C, com intervalo de 5 °C). Todos os ensaios foram realizados em triplicata com
agitacdo de 150 rpm durante 24 horas, utilizando como controle o MND com corante sem

in6culo.

2.5 Screening do comprimento de onda do produto de degradacéo

O produto da degradacdo de cada isolado, nas condicGes 6timas de descoloracéo foi
monitorado em espectrofotdmetro em diferentes intervalos de tempo (24, 48, 72 e 96
horas). As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 20 minutos e o0s
sobrenadantes foram analisados nos comprimentos de onda de 400-800 nm.

2.6 Teste de toxicidade aguda utilizando Artemia salina
O ensaio de toxicidade aguda foi realizado com nauplios de Artemia salina, de

acordo com método descrito por Matthews (1995), com algumas adaptacdes. Para ecloséo,
40



foi adicionado 1 g de cistos de A. salina em um recipiente contendo 2 litros de agua
artificial do mar. Os cistos foram mantidos em movimento constante por meio de uma
bomba de ar imersa no recipiente por 24 h em temperatura de 30 °C com constante
iluminacdo. Apoés este periodo, 10 nduplios do microcrustaceo foram transferidos para
tubos de ensaio contendo diferentes concentragdes (6, 12, 25, 50, 100%) do corante e do
sobrenadante apds a etapa de descoloracdo sob condi¢Bes otimizadas. Os ensaios foram
mantidos em temperatura ambiente por 24 horas. O controle negativo foi realizado
somente com agua artificial do mar. Todos os testes foram realizados em triplicata. O
resultado da toxicidade aguda do corante e do produto de sua descoloracdo foi realizada
através do célculo da CLso, ou seja, a média da concentracdo letal em que 50 % dos
nauplios que morreram durante 24 horas de exposicdo. O calculo da ClLsg foi realizado

usando o programa Trimmed Spearman-Karber (An, 2006).

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Triagem das leveduras

A diferenca entre os processos de degradacdo e adsor¢do foi caracterizada por meio
da observacdo da coloracdo da biomassa, apds o periodo de 120 horas de incubagdo. A
biomassa das leveduras que realizaram adsorcdo adquiriu coloragéo azul, uma vez que a
coloracdo azul permaneceu no meio de cultura e na propria célula. No entanto, para as
leveduras que realizaram a degradacdo do corante, a coloracdo da biomassa nédo se alterou
com a descoloracdo do meio de cultura. Do total de 60 leveduras estudadas, 42 %
apresentaram potencial de adsor¢do enquanto 58 % foram capazes de degradar o corante.
Para os isolados com potencial de degradacdo, as porcentagens de descoloracdo variaram
de 1 % a 93 %. Observou-se que cinco isolados apresentaram capacidade de descoloracédo
do RBBR acima de 80 % em 24 horas (OJU2, SJL6, SF5, SJ10, SJU5). Dentre estes,
destacaram-se os isolados SJL6 e SJ10 que apresentaram porcentagem de descoloragédo
acima de 90 % ap0ds 24 horas. Com os isolados que apresentaram as melhores taxas de
descoloragdo em menor tempo, acima de 80 % em 24 horas, foram realizados ensaios em
duplicata durante 40 horas com leituras em intervalos de 8 horas. Os resultados
confirmaram que as taxas de descoloragcdo foram méaximas no periodo de 24 horas para
todos os isolados. Os isolados SJL6 e SJ10 apresentaram descoloracdo de 93 %, engquanto
que os isolados OJU2, SJU5 e SF5 apresentaram descoloracdo de 82 %, 86 % e 82 %,
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Biomassa

respectivamente. A taxa de descoloracdo manteve-se elevada até 40 horas, embora tenha
sido registrada uma pequena queda a partir de 24 horas (Figura 2).
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Figura 2: Descoloracdo do corante RBBR na concentracdo de 25 ppm por leveduras em meio
MND com 2 % de glicose, pH 5,0 a 25 °C, durante 40 horas de incubag&o.

Foi observado, também, que o crescimento celular ndo foi afetado na presenca do

corante, ou de seus metabdlitos, ao longo do tempo (Figura 3).
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Figura 3: Comparagdo da biomassa em D.O. no comprimento de onda de 600 nm para os isolados
0JU2 (a), SIL6 (b), SF5 (c), SJ10 (d) e SJU5 (e) em MND com corante e sem corante durante 40

horas de incubacéo.
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Estudo semelhante foi realizado por Ramalho et al. (2002) e Ramalho et al. (2004)
e foi demonstrando que a biomassa celular de Candida zeylanoides e de Issatchenkia
occidentalis, respectivamente, também ndo foi afetada pela concentracdo do corante

testado, indicando a auséncia de efeitos inibitorios para o crescimento do micro-organismo.

3.2 Descoloragéo sob diferentes condigdes de cultivo

3.2.1 Efeito do pH na descoloracgéo

Para todos os isolados, foram estudados os efeitos do pH na descoloracdo do RBBR
variando-se o pH de cultivo de 2,0 a 8,0 durante 24 horas de incubagdo. Os valores 6timos
para os isolados SJL6 e SJU5 foram pH de 3,0; para os isolados OJU2 e SF5 foi pH 4,0 e
para o isolado SJ10 foi pH 5,0. Para todos os isolados observou-se que, a partir do pH 5,0,
as taxas de descoloracdo diminuiram consideravelmente e que os valores 6timos de
descoloracao foram alcangados em condicBes acidas (Figura 4a). No entanto, conforme a
Figura 4b, pode-se observar que o intervalo de pH étimo para o crescimento celular
ocorreu até o pH 6,0 e, nesse mesmo valor de pH, pode-se notar que houve uma reducéo

consideravel nas taxas de descoloracdo do RBBR para todos os isolados.
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Figura 4: Efeito do pH na descoloracdo do RBBR (2) e no crescimento celular (b) na concentracéo
de 25 ppm para os isolados OJU2, SJL6, SF5, SJ10 e SJU5 em meio MND, contendo 2 % de
glicose a 25 °C durante 24 horas de incubacao.

Resultados semelhantes foram encontrados por Jadhav et al. (2008) na
descoloragdo do Corante Vermelho de Metila por Galactomyces geotrichum. Em outro
estudo, Yu e Wen (2005) obtiveram elevadas taxas de descoloragdo do corante Vermelho

Brilhante Reativo K-2BP utilizando Pseudozyma rugulosa na faixa de pH entre 5 e 6. Essa
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faixa de pH, de 3 a 5, esté relacionada a faixa 6tima de atuagdo das enzimas ligninoliticas,
as quais sdo atribuidas a descoloragdo inespecifica dos corantes para diferentes fungos
(Guo et al., 2008; Hadibarata & Kristanti, 2012a; Tan et al., 2013; Yan et al., 2014). O pH
do meio de cultura possui importante efeito na descoloracéo de corantes e, de acordo com
Kodam et al. (2005) e Garg et al. (2012), esté relacionado com o transporte das moléculas
do corante através da membrana celular e com o desempenho fisiolégico 6timo das
culturas microbianas. Alem disso, enzimas ligninoliticas dos fungos, possuem atividade
méaxima em pH acido e tendem a diminuir em valores extremos de pH (Saratale et al.,
2011; Senthilkumar et al., 2014). Dessa forma, o pH do meio é um importante fator nos
processos de descoloracdo de corantes. Assim, os resultados sugerem que a relacdo entre
pH e descoloracdo estd associada as condi¢bes de atuacdo e producdo das enzimas
envolvidas no processo de degradacao.

3.2.2 Efeito da concentracgéo de glicose

O efeito da fonte de carbono na remocdo do corante foi estudado utilizando
diferentes concentracdes de glicose, que variaram de 0 a 3 %. De acordo com as Figuras 5a
e 5b, todos os isolados tiveram valores elevados de descoloragdo e de crescimento a partir
de 1% de glicose, com discreta diminui¢do em 3 %.
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Figura 5: Efeito da concentracao de glicose na descoloragdo do RBBR (a) e no crescimento celular

(b) a 25 ppm para os isolados OJU2, SF5 a pH 4,0; SIL6 e SJU5 a pH 3,0 e SJ10 pH 5,0 em meio
MND a 25 °C durante 24 horas de incubacéo.

De um modo geral, células de leveduras ndo crescem sem glicose ou qualquer outra
fonte de carbono facilmente metabolizavel (Solis et al., 2012), como descrito para outras

espécies de leveduras como Debaryomyces polymorphus e Candida tropicalis (Yang et al.,
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2008). Estudo realizado por Gurav et al. (2011) demonstraram que utilizando 1% de
glicose Galactomyces geotrichum conseguiu descolorir 45% do corante Vat Red 10. No
entanto, a maior taxa de descoloracdo do corante Azul Reativo 4 ocorreu utilizando 3% de
glicose (Yemendzhiev et al., 2009). O aumento concomitante do crescimento celular com a
descoloracdo de corantes pela suplementacdo de fontes de carbono é atribuido ao fato de
que corantes sdo deficientes em carbono, sendo necesséria uma fonte externa para que
ocorra a biodegradacdo (Padmavathy et al., 2003; Sarioglu & Bisgin, 2007). Todavia,
quando ha o excesso da fonte de carbono, o micro-organismo pode preferir utilizar esse
substrato ao invés do corante (Wang et al., 2009; Saratale et al., 2009). De acordo com
alguns autores, a glicose funciona como um co-substrato e doador de elétrons que favorece
0 crescimento da levedura e a descoloracdo de corantes (Telke et al., 2008). Assim, a
glicose € uma fonte de carbono facilmente metabolizada, ndo atuando somente como
agente redutor de corantes mas, também, promovendo o crescimento e o metabolismo

microbiano (Nigam et al., 1996).

3.2.3 Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura na descoloracdo do RBBR e na producdo de biomassa
para os diferentes isolados esta representada nas Figuras 6a e 6b, respectivamente. Pode-se
observar que as melhores taxas de remocdo da cor e de crescimento celular ocorreram na
faixa de temperatura de 25 °C a 30 °C. Entretanto, a partir de 35 °C, a descoloragdo
diminuiu consideravelmente, acompanhada pelo decréscimo acentuado da producdo de
biomassa.

A relacdo inversamente proporcional da descoloragdo com o aumento da
temperatura pode ser explicada pela perda da viabilidade celular ou da desnaturacdo das
enzimas responsaveis pela descoloracdo (Aksu & Tezer, 2000; Saratale et al., 2011).
Resultados semelhantes foram encontrados com Candida rugopelliculosa degradando Azul
reativo 13, onde a temperatura 6tima foi de 30 °C e a descoloracdo cessou completamente a
37 °C (Liu et al., 2011). Além disso, Jafari et al. (2014) observaram que 32 °C foi a
temperatura 6tima para a descoloracdo do Preto Reativo 5 por Issatchenkia orientalis
JKS6. A temperatura 6tima de descoloracdo do Vermelho Acido B por Magnusiomyces
ingens LH-F1 também foi de 30 °C, cessando completamente na temperatura de 40 °C (Tan
etal., 2014).
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Figura 6: Efeito da temperatura nas taxas de descoloracdo do corante RBBR (@) e no crescimento
celular (b) a 25 ppm para os isolados OJU2 e SF5 a pH 4,0; SIL6 e SJU5a pH 3,0e SJ10a pH 5,0
em meio MND a 2% de glicose durante 24 horas de incubacéo.

3.2.4 Efeito da concentracao inicial do corante

O efeito da concentracdo inicial do corante tem importante papel no crescimento do
micro-organismo e nas taxas de descoloracdo. Para o isolado SF5 as taxas de descoloracao
se mantiveram em cerca de 90% até 50 ppm e acima de 70% até 75 ppm. Para os isolados
OJU2 e SJL6 a taxa de descoloracdo ficou acima de 85% até 50 ppm, mantendo-se acima
de 70% para o isolado SJL6 até 100 ppm. O isolado SJ10 foi o que apresentou menor
tolerancia ao aumento da concentragdo do corante, com taxa maxima de descoloracdo em
25 ppm (Figura 7a). O comportamento do crescimento celular variou entre os isolados,
sendo que, para SJU5, SF5 e OJU2 o aumento da concentragdo do corante elevou o
crescimento celular, que foi 6timo a 75 ppm. Para os isolados SJL6 e SJ10, ao contrério, 0
crescimento diminuiu a partir de 25 ppm (Figura 7b).
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Figura 7: Efeito da concentracdo inicial do corante nas taxas de descoloracdo do RBBR (a) e no
crescimento celular (b) para os isolados OJU2 e SF5 a pH 4,0; SJL6 e SJU5 a pH 3,0 e SJ10 a pH
5,0 em meio MND a 2 % de glicose durante 24 horas de incubag&o.
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No estudo realizado por Yemendzhiev et al. (2009) a maior descoloragdo do
corante Azul Reativo 4 ocorreu na concentragdao de 50 ppm utilizando Trametes versicolor
durante 144 horas de incubacdo. De acordo com Jadhav et al. (2009), o aumento da
concentracdo do corante aumentou o tempo necessario para descoloracdo do corante
Scarlet RR por Galactomyces geotrichum, sendo que a melhor taxa de descoloragdo
ocorreu a 100 ppm. Outra levedura, a Candida rugopelliculosa HLX-2 removeu 90% da
cor do corante Azul reativo 13 em 50 ppm, no entanto, a taxa de descoloracdo ficou em
torno de 80% quando a concentracdo do corante foi aumentada para 2000 ppm (Liu et al.,
2011) A relacdo inversamente proporcional entre 0 aumento da concentracdo inicial do
corante e as taxas de descoloracdo pode ser explicada devido ao aumento da carga organica
do corante e da toxicidade de alguns subprodutos apds a descoloragdo. Estudos
demonstraram que o crescimento e a descoloracdo, por processos de bioacumulacdo ou
biorreducdo, foram consideravelmente inibidos em elevadas concentragfes iniciais do
corante e que, nesses casos, usualmente é necessario um maior tempo de incubacéo para
que ocorra efetiva descoloracdo (D6nmez, 2002; Aksu, 2003). No entanto, em mecanismos
de descoloracdo que envolvem processos enzimaticos oxidativos, que em geral necessitam
de curto intervalo de tempo (em torno de 24 horas) para descoloragdo, 0 aumento da
concentracdo do corante ndo mostra inibicdo significativa no crescimento do micro-
organismo (Yang et al., 2005). Deste modo, nossos resultados sugerem que a descoloracédo

do RBBR ocorreu por processos enzimaticos oxidativos.

3.3 Ensaios de validagdo nas condi¢fes 6timas de cultivo

A utilizacdo de uma metodologia otimizada na descoloracdo de corantes pode
possibilitar a melhoria do processo, diminuir a variabilidade, o tempo e 0s custos totais no
tratamento de efluentes industriais. A observacdo da Figura 6 mostra que o tempo
necessario para atingir os valores maximos de descoloracdo foi de 18 horas de incubacéo
na condicao otimizada, e que as taxas de descoloracdo se mantiveram até cerca de 40 horas
para os isolados OJU2, SJL6, SF5 e SJUS e cerca de 30 horas para SJ10. Em comparacéo
com as condig0es iniciais de descoloragdo, a otimizagdo do processo permitiu alcancar
elevadas taxas em menor tempo, caindo de 24 horas nas condigdes iniciais para 18 horas na
condicdo otimizada (Figura 8a e 8b). Esses resultados demonstram a influéncia da
composicdo do meio de cultura, e de parametros como o pH e temperatura, no tempo

necessario para a descoloragdo de corantes.
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condicbes de cultivo (a) e nas condicdes iniciais de descoloracdo (b) durante 48 e 40 horas de
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De um modo geral, as leveduras apresentam taxas elevadas de descoloracdo em
periodos de tempo mais curtos, entre 18 e 48 horas (Liu et al., 2011; Pajot et al., 2011;
Jafari et al., 2014) especialmente quando comparadas com fungos filamentosos, como por
exemplo, na descoloracdo do corante Preto de Amido 10B por Phanerochaete
chrysosporium que atingiu 98% de descoloracdo apos trés dias de incubacdo (Senthilkumar
et al., 2014). Jadhav et al. (2009) encontraram 80% de descoloracdo do corante Scarlet RR
em 18 horas de incubacdo utilizando Galactomyces geotrichum. Qu et al. (2012)
demonstraram que o isolado de Pichia sp. TCL alcangou 94% e 93% de descoloracdo dos
corantes Preto Reativo 5 e Azul Brilhante Reativo K-GR, respectivamente, durante 18
horas de incubacdo. Miranda et al. (2013) relataram que foi necessario 10 dias para se
obter 96% de descoloracdo do efluente utilizando os fungos filamentosos Curvularia
lunata e Phanerochaete chrysosporium. Assim, diferentes tempos de descoloracdo podem
ser obtidos dependendo do corante, do micro-organismo e do processo envolvido na
descoloracdo mas, de um modo geral, as leveduras apresentam vantagens em relacdo ao
fungos filamentos, uma vez que apresentam taxa de crescimento e, consequentemente, de

descoloracdo, em periodos de tempos muito menores.

3.4 Analise do produto de degradacéo por espectrofotometria

A andlise do sobrenadante obtido ap6s a descoloracéo (corante tratado) indicou que,
a 595 nm (comprimento de onda de maxima absorbancia do RBBR), houve diminuicao
significativa no valor da absorbancia quando comparado ao corante ndo tratado (Figura 9).

A diminuig&o e alteracdo nos picos de absorbancia em diferentes comprimentos, associado
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ao fato da biomassa ndo ter sofrido alteragdo na cor, indicam que houve a degradagéo do

corante (Qu et al., 2012; Jafari et al. 2014), que é um processo dependente de energia e

envolve a hidrolise da molécula por processos enzimaticos (Saratale et al., 2011). De

acordo com a Figura 9 observa-se, também, que ha um pico de absorbancia em 24 horas de

incubagdo, no comprimento de onda de 450 nm que vai diminuindo a partir de 48 horas

para todos os isolados. De acordo com Buitron et al. (2004) e Davies et al. (2006) a

reducdo progressiva dos valores da absorbancia tem sido relacionada com a biodegradacao,

e as diferencas nos picos de absorbancia do corante tratado e do corante nao tratado

expressam a decomposicdo da molécula em diferentes intermediarios aromaticos incolores,

produzidos e acumulados durante o processo de descoloragao.
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Figura 9: Espectro UV-VIS do RBBR antes e depois da biodegradacéo por 96 horas pelos isolados
0JU2 (a); SIL6 (b); SF5 (c); SJ10 (d); SJU5 (e) em condicdes otimizadas de cultivo.
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De acordo com Perlatti et al. (2012), na degradacdo do RBBR por Aspergillus
flavus foi possivel identificar quatro compostos com diferentes pesos moleculares (Figura
10). O composto com 336 Da, 2-amino-4-(2-carboxibenzil)-5-sulfonato hidroxibenzeno,
foi identificado como produto da oxidagdo do grupo antraquindénico. Na oxidacdo da
segunda porcdo do anel aromatico foram gerados dois produtos de 165 e 188 Da, que
foram identificados como o acido o-ftalico e &cido 2-amino-1-fenil-4 sulfonico,
respectivamente. Conforme Silva et al. (2013), esse caminho de degradacdo proposto por
Perlatti et al. (2012) provavelmente envolve a citocromo P-450 monoxigenase, que faz
parte de um sistema intracelular geralmente presente em muitos fungos e pode estar
envolvido na degradacdo de diferentes organopoluentes (Cha et al., 2001). A utilizacdo de
outras enzimas como a P-450 monoxigenase ou dioxigenase nos processos de descoloragdo
de corantes pode ocorrer na auséncia de enzimas ligninoliticas (Cha et al., 2001). Por outro
lado, em outro estudo, Hadibarata et al. (2012b) demonstraram que a lacase produzida por
Polyporus sp.S133 poderia formar dois subprodutos na hidrolise do corante RBBR (Figura
11). Os produtos formados foram 1-amino-9,10-didxido-9,10-dihidroantraceno-2-sulfonato
de sddio e 2-(3-amino fenil)-sulfonil-metil-sulfato de sddio.

Diferentes enzimas podem estar envolvidas nos processos de descoloragdo de
corantes por leveduras. De acordo com Deivasigamani & Das (2011), durante a degradacao
do corante Violeta Basico 3 por Candida krusei em 24 horas sob condic¢Bes otimizadas,
diferentes enzimas como lignina peroxidase, lacase, tirosinase, NADH-DCIP redutase e
azoredutases atuaram. Em outro estudo, Yang et al. (2005) encontraram a atividade da
enzima manganés peroxidase durante o processo de descoloracdo do corante Preto Reativo
5 por Debaromyces ploymorphus. Em adicdo, Martorell et al. (2012) encontraram a
producdo das enzimas tirosinase e manganés peroxidase durante a descoloracéo do corante
Black B-V por Williopsis californica e W. saturnus em 24 horas de incubagdo.
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Figura 10: Possivel mecanismo da transformacdo biocatalitica do RBBR por Aspergillus flavus.
(Perlatti et al. 2012)
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3.5 Teste de toxicidade aguda com Artemia salina

Testes de toxicidade vém se tornando cada vez mais importantes devido a crescente
complexidade de produtos quimicos lancados diariamente no meio ambiente. Além disso,
os efeitos nocivos dos corantes lancados nos corpos d’dgua vao além da poluicao
ambiental, pois, muitas vezes, durante a degradacdo dessas moléculas, ha a formacao de
metabolitos que possuem elevada toxicidade (Al-Sabti, 2000; Gottilieb et al., 2003; Wang
et al., 2005; Rizzo, 2011). De acordo com a Tabela 1, o valor da CLso obtido na anélise do
RBBR néo tratado foi de 8,16%. No sobrenadante resultante da descoloracdo pelos
isolados OJU2, SJL6 e SF5, durante 24 e 120 horas, nao foi possivel obter uma média da
concentracdo letal, devido a elevada mortalidade dos nauplios da A. salina. Esses
resultados demonstram que, apesar do corante ndo tratado possuir elevada toxicidade, 0s
metabdlitos intermediarios da descoloracao dos isolados OJU2, SJL6 e SF5 demonstraram
toxicidade ainda mais elevada que a molécula inicial do corante RBBR. Em relacdo ao
isolado SJ10, o produto da descoloragdo ap6s 24 horas apresentou elevada toxicidade e nao
foi possivel obter um valor de CLsg. No entanto, apos 120 horas foi possivel obter uma
CLso de 19,5%, significando que a toxicidade diminuiu apdés um maior tempo de
incubacdo. No produto da degradacdo do isolado SJU5 houve o aumento da CLsp, de

14,2% em 24 horas para 20,8% em 120 horas. Esses resultados indicam que, para alguns
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micro-organismos, ainda que os intermediarios da degradacdo sejam toxicos, é possivel

diminuir a toxicidade do RBBR com um maior tempo de incubacao.

Tabela 1: Valores da CLso para as amostras do RBBR ndo tratado e tratado durante 24 e 120 horas
de incubacao.

Isolados CL,,em 24 horas CL,,em 120 horas
oJuz2 - -
SJL6 - -
SF5 - -
SJ10 - 19,5 %
SJu5 14,2 % 20,8 %
RBBR 8,16 % 8,16 %

Resultados semelhantes foram encontrados por Almeida & Corso (2014), em que,
mesmo obtendo elevada taxa de descoloragdo do corante Vermelho de Procion pelo fungo
Aspergillus terreus, o produto da degradacdo foi mais toxico para Artemia salina que o
corante ndo tratado. De acordo com alguns autores, a diminuicdo da toxicidade pode
ocorrer com 0 aumento do tempo de incubagdo, como por exemplo, no estudo realizado
por Babu et al. (2015) em que houve uma diminui¢do na taxa de mortalidade da Artemia
franciscana no produto da descoloracdo do corante Vermelho Congo tratado com Dietzia
sp. As taxas de mortalidade foram de 15%, 36% e 53% depois de 24, 48 e 72 horas,
respectivamente. No entanto, alguns testes de toxicidade ndo demonstraram diferencas
significativas entre os valores de CLso antes e depois da descoloracdo do corante que
ficaram entre 6% para 8%, respectivamente (Prasad & Rao, 2013) e de 3,5% para 8,3%
(Ayed et al., 2011), isto é, a toxicidade ndo diminuiu mesmo apos o tratamento por micro-
organismos. Esses resultados demonstram a importancia da realizacdo de testes de
toxicidade, visto que a auséncia de cor ndo indica necessariamente a auséncia de
toxicidade. Em adicdo, a degradacdo incompleta de corantes pode levar a efeitos adversos
maiores em comparacdo ao efluente bruto descartado devido a formagdo de metabolitos

altamente toxicos durante a degradacdo da molécula do corante (Almeida & Corso, 2014).

CONCLUSOES
Todos os isolados utilizados neste trabalho demonstraram elevada capacidade de

descoloracdo do corante RBBR. No entanto, os isolados SJL6 e SF5 se destacaram por
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apresentar porcentagens de descoloracdo acima de 90% em curto periodo de tempo nas
condigdes otimizadas.

O produto da descoloracao dos isolados SJU5 e SJ10 apresentou menor toxicidade
quando comparado com o corante puro, ainda assim, esses resultados indicam que pode ser
necessario um maior tempo de incubagdo para alcancar a total mineralizacdo do corante
RBBR.

O corante tratado dos isolados OJU1, SJL6 e SF5 mostraram elevada toxidade,
indicando que a biodegradacéo gerou moléculas mais toxicas do que o corante inicial.

Por fim, embora os isolados utilizados tenham sido capazes de degradar o RBBR, e
a descoloracdo seja um dos parametros para se atingir uma metodologia eficiente no
tratamento de efluentes contendo corantes, € importante conhecer a natureza dos produtos
formados. Assim, mais estudos devem ser realizados com o intuito de conhecer os

intermediarios formados e as enzimas envolvidas no processo de descoloragéo.
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Descoloracao do corante Alaranjado G por
leveduras isoladas de moluscos de agua doce sob
condicdOes otimizadas de cultivo
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Decolorization of Orange G by yeasts isolated from freshwater molluscs under

optimized culture conditions

Resumo

O comprometimento de ecossistemas com o lancamento de corantes industriais em
efluentes, e a natureza recalcitrante dos corantes azo, aumentou o interesse em técnicas de
biodegradacdo nos processos de remediacdo de aguas residuais. Nesse contexto, foram
estudados efeitos dos pardmetros de cultivo como pH, concentracdo de corante,
temperatura e concentracdo de glicose na habilidade de descoloracdo do corante
Alaranjado G. Foram utilizados duas leveduras identificados como Candida sp. e Pichia
kudriavzevii isoladas de moluscos do Rio Subaé, Bahia-Brasil. As duas leveduras
apresentaram descoloracdo do Alaranjado G acima de 95% em pH &cido, concentracao de
glicose entre 0,5 % e 2%, temperatura de 35 °C a 45 °C, na concentracdo de 100 ppm do
corante. Os ensaios com Artemia salina do corante tratado e ndo tratado mostrou que
houve diminuicdo da toxicidade com valores da CLso de 7,14 % e de 17,19 %, para
Candida sp. e Pichia kudriavzevii, respectivamente, ap6s 24 horas. Os ensaios com as
sementes de alface demonstraram que o crescimento das radiculas e a porcentagem de
germinacdo foram maiores ap6s 120 horas de incubacdo. Esses resultados indicam que
embora a descoloracdo Alaranjado G tenha sido efetiva para os dois isolados, houve a
formagdo de intermediarios toxicos durante os ensaios de descoloragao.

Palavras-chave: Biodegradacéo, corante azo, fungos.

Abstract

The commitment of ecosystems with the release of industrial dyes in wastewater, and the
recalcitrant nature of azo dyes, increased interest in biodegradation techniques in
wastewater remediation processes. In this context, the effects were studied on culture
parameters as pH, dye concentration, temperature and concentration of glucose in the
decolorization ability of the dye Orange G. Were used 2 yeasts identified as Candida sp.
and Pichia kudriavzevii from Subaé River molluscs. The two yeasts showed Orange G
decolorization above 95% at acidic pH, glucose concentration between 0.5% and 2 %, 35
°C to 45 °C, at a concentration of 100 ppm. The experiments with Artemia salina of the
treated and untreated dye showed decreased toxicity, with LCso values of 7.14 % and
17.19%, for Candida sp. and Pichia kudriavzevii, respectively after 24 hours. Assays with
lettuce seeds, showed that the growth of sprouts and the germination percentage was higher
after 120 hours of incubation. These results indicate that although the Orange G
decolorization has been effective for both isolates, there was the formation of toxic
intermediates during decolorization assays.

Keywords: biodegradation, dye azo, fungi
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1.0 Introducéo

Devido ao crescimento populacional e ao aumento da atividade industrial, os
problemas ambientais tém se tornado cada vez mais criticos e frequentes (Saratale et al.,
2011). O baixo aproveitamento dos insumos faz com que as inddstrias sejam responsaveis
pela geracdo de grandes volumes de residuos os quais, geralmente, contém altas cargas de
sais dissolvidos, surfactantes, sélidos suspensos, coloracdo e matéria organica,
principalmente na forma de moléculas complexas de corantes (Mechichi et al., 2006; Silva
et al., 2012). Segundo Rai et al. (2005), corantes sintéticos sdo definidos como moléculas
que sdo capazes de conferir cor a diferentes tipos de substratos, sdo resistentes a luz solar,
agua, produtos quimicos, incluindo agentes oxidantes, e a acdo microbiana. Os azo
corantes representam a maioria, correspondendo a mais de 3000 variedades diferentes de
todos os corantes produzidos, devido a facilidade e eficacia de custo de sua sintese, sua
estabilidade e variedade de cores disponiveis em comparacdo com corantes naturais
(Chang et al., 2004). Tais corantes, incluem o Alaranjado G, que é um corante largamente
utilizado em industrias téxteis (Christiane et al., 2013). A caracteristica principal dessa
classe de corantes € a presenca de uma ou mais ligacdes azo (—N=N-) ligados a
compostos aromaticos (Liao et al., 2013).

Devido a grande mistura de corantes téxteis com estruturas complexas lancadas em
um efluente, a absorcdo da luz pelos vegetais e animais do ambiente aquatico pode ser
comprometida, provocando modificagdes nas atividades fotossintetizantes da biota
aquatica (Peternel et al., 2006; Solis et al., 2012). Dessa forma, a contaminacgédo dos corpos
de &gua, e 0 consequente comprometimento destes, tém levado a realizacdo de estudos com
0 intuito de desenvolver tecnologias capazes de minimizar o volume, a coloracédo e a
toxicidade dos efluentes industriais (Pandey et al., 2007; Solis et al., 2012). Numerosos

processos fisico-quimicos tém sido utilizados visando o tratamento destes despejos, no
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entanto, esses processos apresentam custo elevado e baixa eficiéncia para remocéo de cor e
matéria organica dissolvida (Eichlerova et al., 2007; Garcia-Montafio et al., 2008; Salgado
et al., 2009). A biorremediacao, ou seja, a remocao de poluentes por métodos biologicos,
possui vantagem significativa quando comparada com 0s outros métodos por ser
considerada ecologicamente correta, apresentar menores custos de operacgéo e possibilitar a
transformacdo dos compostos tdxicos e recalcitrantes em moléculas menores, atdxicas, ou
até mesmo levar a total mineralizacdo do corante (Rai et al., 2005; Saratale et al., 2011;
Solis et al., 2012; Rauf e Ashaf, 2012). Diferentes autores ja demonstraram que algumas
espéecies de fungos como Pleurotus ostreatus, Pichia sp., Penicillium sp. e Candida
tropicalis apresentaram potencial de descolorir corantes azo através de biossorcdo ou
degradacéo (Katuri et al., 2009; Arora et al., 2011; Qu et al., 2010, 2012). Nesse contexto,
buscamos avaliar o efeito de diferentes parametros como temperatura, concentracdo inicial
do corante, diferentes concentracdes da fonte de carbono na descoloracdo e pH durante os
ensaios de descoloracdo do corante azo Alaranjado G tratado por leveduras isoladas de

moluscos do Rio Subaé, Bahia- Brasil.

2.0 Material e métodos
2.1 Corante

O corante utilizado foi o Alaranjado G (Sigma Aldrich, St. Louis,USA), com
formula quimica representada por CisH1o0N207S2Naz, sendo, mais precisamente o sal
dissodico do é&cido 7-hidroxi-8-(fenilazo)-1,3-naftalenodissulfonico. Possui massa
molecular de 452,37 u, solubilidade em &gua aproximada de 80 a 108,6 g.L™ e em etanol
de 2,2 g.Lt. Uma solugéo estoque na concentracdo final de 10.000 ppm foi realizada pela

dissolucdo do corante em &gua destilada.

62



i

oH /@
,"vl.*::r_q_h =

-

_S0;Ma
g

S0;Ma
Figura 1: Estrutura quimica do Alaranjado G (Niu et al., 2012)

2.2 Micro-organismos utilizados nos ensaios de descoloragéo

Foram utilizadas duas leveduras, Candida sp e Pichia kudriavzevii, que fazem parte
da micoteca do laboratoério de Bioquimica da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
que apresentaram taxas de descoloragéo de 80% do corante Alaranjado G durante 24 horas
de incubacéo. As leveduras foram isoladas de moluscos coletados no municipio de S&o
Francisco do Conde, na Baia de Todos os Santos, considerando o eixo longitudinal do rio
Subaé (da nascente a foz). Foram realizadas trés coletas em trés unidades amostrais
correspondendo, as regides agricolas (longitude 12° 33’ 52.4” e latitude 038° 41' 40.5"),
urbana (12° 35' 35.8" e latitude de 038° 41' 47.7") e estuarina (longitude de 12° 37' 52.9" e
latidude de 038° 40" 55.0") nos meses de novembro de dezembro de 2010 e janeiro de

2011.

2.3 Ensaios de descoloracao utilizando diferentes parametros de cultivo

A fim de otimizar as condi¢cfes para o tratamento efetivo do Alaranjado G foram
realizados ensaios de descoloracdo durante o periodo de 24 horas, sob agitacdo de 150 rpm
com variadas condi¢des de cultivo: pH (2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8), concentracdes iniciais do

corante (50, 100, 200, 300 e 400 ppm), concentracGes de glicose (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0%), e
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temperaturas de incubacdo (20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50°C). Todos os ensaios foram
realizados em triplicata utilizando o Meio Normal de Descoloracdo (MND) modificado
(Ramalho et al., 2004), constituido por (%): extrato de levedura (0,25), KH2PO4 (0,5),
CaCl,.2H20 (0,013), MgS04.7H20O (0,05) e glicose (2). O controle foi realizado com o
MND com corante sem micro-organismo. As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm
durante 20 minutos e o0s sobrenadantes foram analisados em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 476 nm. A porcentagem de descoloracdo foi obtida através da
seguinte férmula:
Descoloracéo (%) = (A-B)/A x 100,

Onde: (A) indica a absorbancia do meio nao inoculado e (B) indica a absorbancia
residual do meio.
2.4 Determinacédo da biomassa dos isolados

Apds os ensaios de descoloracao, todo o contetudo dos frascos de Erlenmeyers foi
transferido para tubos de centrifuga. As amostras foram centrifugadas por 20 minutos com
rotacdo de 5.000 rpm, o sobrenadante foi retirado e a biomassa contida no fundo do tubo
foi lavada com agua destilada e centrifugada novamente. As biomassas dos isolados foram
determinadas em espectrofotbmetro e representadas pela absorbancia em 600 nm (D.O.e00).
Para evitar que o valor da D.Oeqo ultrapassasse 1.0, as amostras foram analisadas apos
diluicdes de 12 vezes. Todo o procedimento foi realizado em triplicata.
2.5 Screening do comprimento de onda do produto de degradacéo

O produto da degradacdo de cada isolado, nas condic¢Ges 6timas de descoloracéo foi
monitorado em espectrofotdmetro. As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm durante
20 minutos e os sobrenadantes foram analisados nos comprimentos de onda de 400-800 nm

em diferentes intervalos de tempo (24, 48, 72 e 96 horas).
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2.6 Testes de toxicidade
2.6.1 Ensaios com sementes de alface (Lactuca sativa)

Os biotestes foram realizados com aquénios do mesmo lote de alface (Lactuca
sativa L.) cv. Crespa Ménica (FELTRIN). Os testes de germinacdo foram feitos de acordo
com Sobrero e Ronco (2008) com adaptacOes, utilizando 3 repeticbes com 20 sementes
distribuidas em cada placa de Petri (9 cm de diametro). As placas foram forradas com
papel para germinacao, umedecidas com 2 mL de solucdo nas concentracdes de 6, 12, 25,
50 e 100% de cada sobrenadante antes (controle negativo) e apds a descoloragdo nas
condicdes otimizadas, e vedadas com papel filme. Foram utilizados 2 mL de agua destilada
no grupo controle positivo. As placas foram cobertas com papel escuro e incubadas por 5
dias a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacgdo, foram determinadas a medida
do comprimento das radiculas (cm), e a taxa de germinacdo (%) das sementes de cada
placa.

2.6.2 Ensaios com Artemia salina

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados com nauplios de Artemia salina,
de acordo com método descrito por Matthews (1995) com algumas adaptacdes. Para
eclosdo, foi adicionado 1 g de cisto de Artemia salina em um recipiente contendo 3 L de
agua artificial do mar . Os cistos foram mantidos em movimento constante por meio de
uma bomba de ar por 24 h em temperatura de 30 °C com constante iluminacdo. Apos este
periodo, 10 naduplios do microcrustaceo foram transferidos para tubos de ensaio contendo
10 mL de diferentes concentragdes (6, 12, 25, 50, 100%) do corante e do sobrenadante
apos a etapa de descoloragdo nas condigdes otimizadas. Os ensaios foram mantidos em
temperatura ambiente por 24 horas. O controle foi realizado somente com agua artificial do
mar. Todos os testes foram realizados em triplicata. O resultado foi obtido pela contagem

do ndmero de Artemias vivas em cada tubo de ensaio. O célculo da CLso, ou seja,
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concentracdo em que se observa a mortalidade de 50% ou mais dos organismos teste

expostos, foi determinada usando o programa Trimmed Spearman-Karber (An, 2006).

3.0 Resultados e Discussao

3.1 Efeito de diferentes parametros na descoloracdo do corante e no crescimento das

leveduras

3.1.1 Efeito da concentracao inicial do corante

O efluente descartado pelas indlstrias apresenta diferentes concentragcdes dos

corantes, entre 20 e 200 ppm, e a capacidade de um micro-organismo de degradar esse

material é um fator importante para uma descoloracdo efetiva (Ayed et al., 2011). No

presente estudo, foi observado que a descoloragdo do Alaranjado G por Candida sp. e

Pichia kudriavzevii, diminuiu a medida que a concentracdo do corante aumentou. As

maiores taxas de descoloracdo, de 86% a 95%, ocorreram nas concentracGes de 50 ppm,

diminuindo consideravelmente a partir de 100 ppm para Pichia kudriavzevii. No entanto, o

isolado de Candida sp. foi capaz de descolorir até 90% do corante na concentracdo de 100

ppm e manteve uma taxa de descoloracdo acima de 40 % em 200 ppm. (Figura 2a).
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Figura 2: Efeito da concentracdo inicial do corante nas taxas de descoloragdo do
Alaranjado G (a) e no crescimento celular (b) para Candida sp. (m) e Pichia
kudriavzevii (e) em meio MND contendo 2% de glicose, pH 5,0 a 25 °C durante 24 horas

de incubacao.
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Esse comportamento € comum, ndo somente para leveduras, mas para diferentes
espécies de micro-organismos. Resultados obtidos por diferentes autores evidenciam a
relacdo inversa entre concentracdo inicial e descoloragdo do corante, como descrito para o
Alaranjado G por Pycnoporus sanguineus e por Shingomonas sp. (Christiane et al., 2013;
Ali et al.,, 2014). Qu et al. (2012) também encontraram diminuicdo nas taxas de
descoloracdo por Pichia sp. TCL com o aumento da concentracdo do corante Vermelho
Acido B. Resultados obtidos por Tan et al. (2013) com Candida tropicalis TL-F1
demonstraram descoloracéo eficiente de 97% do corante Brilhante Escarlate GR em 20
ppm, mas com o0 aumento da concentracao para 500 ppm, a taxa de descolora¢do caiu para
58,8%. Acredita-se que a queda na taxa de descoloracdo em maiores concentracdes do
corante ocorra devido aos seus efeitos toxicos ou pela producdo de metabolitos
intermediarios toxicos pelos micro-organismos (Hsueh e Chen, 2007; Pearce et al., 2003,;
Jadhav et al., 2007). Em contrapartida, em nossos experimentos, o0 aumento da
concentracdo do corante ndo interferiu no crescimento celular, que se manteve constante
até 400 ppm para a Candida sp. Por outro lado, Pichia kudriavzevii teve seu crescimento
fortemente afetado pelo aumento da concentracdo do corante, 0 que pode explicar sua
baixa taxa de descoloracdo a partir de 50 ppm (Figura 2b). Segundo Tan et al. (2013), o
aumento na concentracdo do corante ndo demonstrou efeitos inibitorios na biomassa de
Candida tropicalis TL-F1, uma vez que as curvas de crescimento da levedura se
mantiveram constantes. Resultados semelhantes foram encontrados por Martorell et al.
(2012) durante a descoloragdo de diferentes corantes por Williopsis saturnus. Além disso,
Leelakriangsak e Borisut (2012) testando a descoloracdo de diferentes concentragOes de
corantes azo, inclusive o Alaranjado G, também ndo encontraram efeitos inibitorios no

crescimento celular durante 24 horas de incubagéo.
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3.1.2 Efeito da concentracao de glicose

A fonte de carbono possui relevante importancia como fonte de energia para
manutencdo dos micro-organismos e como doadores de elétrons, necessarios para a quebra
da ligacéo azo (Yemendzhiev et al., 2009). Além do tipo de fonte de carbono, é importante
considerar sua concentracdo, uma vez que a mesma deve ser suficiente para satisfazer as
necessidades de crescimento microbiano e possibilitar a descoloragcdo. Dessa forma, foram
estudadas diferentes concentracdes de glicose na descoloracdo do Alaranjado G a 100
ppm. De acordo com a Figura 3a, observa-se-se que nenhum dos isolados foi capaz de
descolorir o corante na auséncia de uma fonte de carbono adicional, demonstrando a
dependéncia da glicose para efetiva descoloracdo. Para Pichia kudriavzevii a concentragdo
6tima de glicose foi de 1%, enquanto que Candida sp. demonstrou elevada taxa de
descoloracdo a partir de 0,5% de glicose.

Estudos demonstraram que a glicose atua como um substrato co-metabdlico para
estabilizar o metabolismo microbiano, aumentar o crescimento celular e a descoloracdo do
corante (Yang et al., 2005; Waghmode et al., 2011). No entanto, a concentragdo deve ser
suficientemente baixa para limitar o crescimento da biomassa, permitindo a atividade
metabdlica sem reforcar o processo de biossor¢do (Khouni et al., 2012). Além disso,
concentracdes elevadas de carbono podem ocasionar menor porcentagem de descoloracéo,
porgue 0s micro-organismos podem utilizar a fonte de carbono, preferencialmente, ao
invés do corante ( Mohana et al., 2008; Kumar et al., 2009). De modo geral, células de
leveduras ndo crescem sem glicose ou qualquer outra fonte de carbono facilmente
metabolizavel (Solis et al., 2012), como demonstrado na Figura 3b e também descrito para
outras espécies de leveduras como Debaryomyces polymorphus e Candida tropicalis

(Yang et al., 2008).
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Figura 3: Efeito da concentracdo de glicose na descoloragéo bioldgica do Alaranjado G a
100 ppm (a) e crescimento celular (b) para os isolados Candida sp. (m) e Pichia
kudriavzevii (e) em meio MDN, com pH 5,0 a 25 °C durante 24 horas de incubacao.

3.1.3 Efeito do pH

O pH do meio é um dos fatores que afetam a cor da solucdo, a solubilidade do
corante, a atividade enzimatica e, consequentemente, o grau de descoloracdo do corante
(Solis et al., 2012). Valores extremos de pH associados aos efluentes téxteis tem mostrado
a inibicdo da degradacdo de corantes azo por comunidades microbianas desses efluentes.
Assim, a tolerdncia a essas condicdes é também um importante parametro para uma
eficiente biotransformacdo do corante azo em efluentes (Manu e Chauhari, 2003; Sen e
Demirer, 2003; Asad et al., 2007).

Foram pesquisados diferentes valores de pH, variando de 2 a 8 em meio de cultura
com concentracdo inicial do corante em 100 ppm com o objetivo de determinar a
influéncia do pH na taxa de descoloracdo. De acordo com a Figura 4a, pode-se concluir
que Candida sp. demonstrou capacidade de descolorir totalmente o Alaranjado G em uma
faixa de pH entre 3 a 5, com maior porcentagem de descoloracdo no pH 3,0. Para Pichia
kudriavzevii, o valor 6timo para descoloracéo foi de 4,0 com queda significativa nos outros
valores de pH. Assim as condicdes acidas proporcionaram melhores taxas de descoloracéo

para os trés isolados.
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O intervalo de pH entre 4,0 a 6,0 estimulou o crescimento celular para todos os
isolados, indicando que, nesse caso, as melhores taxas de descoloracdo acompanharam o

crescimento celular (Figura 4b).
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Figura 4: Efeito do pH na descoloracgéo bioldgica do Alaranjado G na concentracdo de 100
ppm (a) e no crescimento celular (b) em meio MND contendo 2% de glicose pelos isolados
Candida sp. (m) e Pichia kudriavzevii (e) a 25 °C durante 24 horas de incubacéo.

A preferéncia das enzimas de fungos pelo pH &cido foi observada também por
Hadibarata et al. (2013) estudando a descoloracdo do corante Preto Reativo 5 pelo fungo
Pleurotus eryngii F032. O’Mahony et al. (2002) afirmaram que o pH 6timo de 3 a 5 é
adequado para o crescimento e producdo enzimatica para fungos, principalmente os da
podriddo branca. Em trabalho envolvendo Candida rugopelliculosa HLX-2, foi observado
a descoloragdo em mais de 80% do Azul Reativo 13 em pH entre 3 e 6, com inibicdo do
processo quando o pH ultrapassa 8 (Liu et al., 2011). Também em condic¢do de acidez, a
melhor faixa de pH para descoloragdo do Brilhante Escarlate Gr por Candida tropicalis
TL-F1 ficou entre 4 e 6 (Tan et al., 2013). Jadhav et al. (2008) demonstraram que durante
a descoloragdo do corante Vermelho de Metila, a levedura Galactomyces geotrichum foi
capaz de descolorir o corante na faixa de pH entre 3 e 5, com a melhor taxa de
descoloragdo em pH 3,0.

Em pH alcalino néo foi observada descoloracdo do meio, indicando que os isolados

podem ndo ser eficientes em ambientes com intensa variacdo de pH. Foi observado
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também que, em todos os pH estudados, houve uma tendéncia para a acidificagdo ou
neutralizacdo do meio na presenca do micro-organismo. De acordo com Sirianuntapiboon
et al. (2004), o pH do meio diminuiu para valores menores que 4,0 depois da incubacdo em
seus ensaios de descoloracao. Esse fato pode estar correlacionado com o metabolismo da
glicose durante a fase de crescimento exponencial do micro-organismo, que libera acidos
organicos provenientes da glicolise e ciclo de Krebs para o meio de cultura (Ramalho et
al., 2002).

De acordo com Santos et al. (2007), a clivagem redutiva dos grupamento azo é
considerada como a primeira etapa na descoloracéo bioldgica de corantes azo, a qual seria
catalisada por azoredutases produzidas pelos micro-organismos. Todavia, a descoloragédo
de diferentes corantes azo tem sido relacionada com a atividade enzimatica, ndo de uma,
mas de variadas enzimas. Segundo Eichlerova et al. (2006), a descoloracdo do Corante
Alaranjado G pelos fungos Pleurotus calyptratus e Ischnoderma resinosum ocorreu,
principalmente, devido a atividade enzimatica da lacase; o mesmo foi observado por
Christiane et al. (2013) na degradacdo do Alaranjado G por Pycnoporus sanguineus.
Chagas e Durrant (2001), encontraram elevada atividade enzimatica de manganés
peroxidase, B-glucosidase e lacase durante a descoloracdo do Alaranjado G por
Phanerochaete chrysosporium. Enquanto os fungos da podriddo branca estdo mais
associados com a producdo de enzimas ligninoliticas durante a descoloracdo de corantes,
as leveduras apresentam atividade de azoredutases, além das enzimas ligninoliticas. Como
relatado por Govindwar et al. (2014), durante a descoloragdo do corante Amarelo 84A
utilizando Galactomyces geotrichum, a descoloracdo foi pela acdo de lacase e tirosinase
intracelular, bem como de azoredutases, como NADH-DCIP redutase e riboflavina
redutase. Martorell et al. (2012) demonstraram tambem, que a descoloracdo do corante

Preto B-V ocorreu devido a producdo das enzimas manganés peroxidase e tirosinase por
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Trichosporon porosum. Yang et al. (2003), por outro lado, demonstraram a producao de
uma enzima ligninolitica, a manganés peroxidase, na descoloracdo do Preto Reativo 5 por

Debaryomyces polymorphus e Candida tropicalis.

3.1.4 Efeito da temperatura
As maiores taxas de descoloracdo de corantes azo sdo geralmente relacionadas a
temperatura o6tima de crescimento de cada micro-organismo (Angelova et al., 2007;
Ozdemir et al., 2008; Ali, 2010). No presente estudo foram analisadas diferentes
temperaturas, variando de 20 °C a 50 °C para avaliar possiveis correlacbes entre a
temperatura e a taxa de descoloracdo do corante. De acordo com a Figura 5a, pode-se
observar que a temperatura 6tima para a Candida sp. variou entre 25 °C a 35 °C, e que a
partir de 35 °C cessou completamente a descoloracdo. No entanto, para Pichia kudriavzevii
os valores 6timos ficaram na faixa de 30 °C a 45 °C.
O crescimento da Candida sp., se mantive crescente até 35 °C, ao passo que
para Pichia kudriavzevii o crescimento se manteve elevado até 40 °C (Figura 5b). Esses
resultados demonstram que a temperatura possui efeito significativo nas taxas de

descoloracdo e no crescimento celular.
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Figura 5: Efeito da temperatura na descoloracao biologica (a) e crescimento celular (b) do
Alaranjado G a 100 ppm em meio MND contendo 2% de glicose para os isolados Candida
sp. (m) com pH 3,0 e Pichia kudriavzevii () com pH 4,0 durante 24 horas de incubacéo.
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Diferentes fungos possuem diferentes temperaturas 6timas de crescimento, com a
maioria crescendo entre 25 °C e 35 °C (Fu e Viraraghavan, 2001). Estudos sugerem que 0
declinio da descoloracdo em altas ou baixas temperaturas pode ocorrer por causa da perda
da viabilidade celular e/ou da deshaturacdo de enzimas envolvidas no processo de
descoloracdo (Chang et al., 2001; Jadhav et al., 2007). Foi observado que durante a
descoloracdo do corante Preto Reativo 5 e Vermelho de Metila por Yarrowia lipolytica e
Galactomyces geotrichum, respectivamente, as melhores taxas de descolora¢do ocorreram
na temperatura de 30 °C (Jadhav et al., 2008; Aracagdk e Cihangir, 2013). Além disso,
Jafari et al. (2014) observaram que 32 °C foi a temperatura 6tima para a descoloracao do
Preto reativo 5 por Issatchenkia orientalis JKS6. O efluente de indlstrias téxteis e que
envolvem processos de tingimento sdo produzidos em temperaturas elevadas, entre 40 °C e
70 °C (Santos et al., 2004), dessa forma, a utilizacdo de micro-organismos termotolerantes
e termofilicos em sistemas de descoloracdo sdo os mais apropriados para aplicagdo em

processos de biorremediacédo de efluentes coloridos.

3.2 Testes de validacdo das melhores condicdes de cultivo para descoloracéo

Foram realizados ensaios de descoloracdo do Alaranjado G a 100 ppm nas melhores
condicdes para cada isolado. Foram utilizados os seguintes parametros: para Candida sp.
foi utilizado pH 3,0, temperatura de 35°C e 2% de glicose; e para Pichia kudriavzevii, pH
4,0 temperatura de 45 °C e 2% de glicose. De acordo com a Figura 6, pode-se observar que
Candida sp. atingiu a maxima taxa de descoloracdo apds 12 horas de incubacao, enquanto
que Pichia kudriavzevii obteve elevada taxa de descoloracdo apds 18 horas. Esses valores
praticamente se mantiveram até 30 horas de incubacdo. Na condicdo otimizada o tempo de

descoloracdo diminui para todos os isolados, entre 25% e 50%.
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Figura 6: Taxa de descoloracdo em melhores condi¢des para os isolados Candida sp. (m) ¢
Pichia kudriavzevii (e) durante 30 horas de incubagio em intervalos de 6 horas.

O tempo necessario para atingir a maxima descoloracdo de corantes varia com o
micro-organismo utilizado. A descoloracdo do Vermelho Acido B pela levedura
Magnusiomyces ingens LH-F1 alcangou mais de 95% durante 12 horas de incubagdo em
condicdes otimizadas (Tan et al., 2014). De acordo Tan et al. (2013) Candida tropicalis
TL-F1 foi capaz de descolorir mais de 97% do Acido Brilhante Scarlet Gr em 24 h quando
a concentracdo variava entre 20 a 100 ppm. Em outro estudo, Pseudozyma rugulosa Y-48
e Candida krusei G-1 descoloriram 99% do vermelho brilhante reativo L-2BP a 200 ppm
apos 24 h, diminuindo gradativamente a descoloracdo conforme o aumento das
concentracdes do corante (Yu e Wen, 2005). No estudo realizado por Matias et al. (2013),
a levedura Candida infanticola UFSJ 6A as melhores taxas de descoloracdo do corante
Preto Reativo 5 ocorreram ap6s 72 horas utilizando 4g.1"t e 250 ppm de concentragdo de
glicose e corante, respectivamente. Em adi¢cdo no estudo realizado por Christiane et al.
(2013), o fungo Pycnoporus sanguineus levou cerca de 15 dias para descolorir 80 % do
Alaranjado G e resultados semelhantes foram encontrados por Novotny et al. (2001) que

demonstraram a dificuldade de Irpex lacteus em descolorir corantes mono ou diazo como o
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Orange G. Segundo Chagas e Durrant, (2001), analisando a descoloracdo da Tartazina e
Amaranto pelos fungos Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus sajorcaju, tiveram
méaxima descoloracdo de corantes azo em 8 e 4 dias, respectivamente. Assim, quando
comparado com fungos filamentosos, e com outras espécies de leveduras, os isolados
utilizados nesse estudo apresentaram melhor performance em menor tempo na

descoloracdo do corante azo.

3.3 Andlise do produto da degradagéo

O produto da descoloragdo foi monitorado por espectrofotometria nos
comprimentos de onda entre 400 e 800 nm, em diferentes intervalos de tempo (24, 48, 72 e
96 horas). A Figura 7 mostra as diferengas nas absorbancias do Alaranjado G antes e
depois da descoloracdo pelos isolados de Candida sp. e Pichia kudriavzevii. No
comprimento de onda de 476 nm o valor da absorbancia para o produto da descoloragéo foi
de praticamente zero para todos os tempos estudados. Além disso, foi observado que o pico
de absorbancia do corante néo tratado praticamente desapareceu independente do tempo de
incubacdo. De acordo com Asad (2007), em processos de descoloracdo envolvendo a
biodegradacdo, o principal pico de absor¢do da luz visivel do corante desaparece
completamente ou hé a formacao de outros picos. A diferenca nos valores de absorbancia
indica que houve a formacdo de produtos intermediarios incolores com a hidrolise do
grupamento azo, formando aminas aromaticas incolores (Tripathi e Srivastava, 2014). As
diferengas nos picos de absorbancia entre o corante tratado e ndo tratado foram relatadas
por diferentes autores (Govindwar et al., 2014; Jadhav et al., 2011; Saha et al., 2010). De
acordo com Tripathi e Srivastava (2014), na descoloragéo do Alaranjado G por Bacillus
megaterium houve a quebra ligacdo azo com consequente formacdo de fenillidrazina,
aldeido e derivados do naftaleno. Resultados semelhantes foram encontrados por Kolekar

et al. (2008) apds a descoloracio do Laranja Acido 10 por Bacillus fusiformis.
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Figura 7: Espectro UV-VIS do Alaranjado G antes e depois da biodegradacgéo
pelos isolados de Candida sp. (a) e Pichia kudriavzevii (b) durante 96 horas de incubacéo.
3.4 Ensaios de toxicidade
3.4.1 Ensaios com Artemia salina

Os ensaios de toxicidade aguda, realizados utilizando as diluicbes do corante sem
tratamento e tratado demonstraram que em relagdo ao isolado de Candida sp., o valor da
CLso foi de 7,14 % apds 24 horas de degradacdo; porém, apds 120 horas nédo foi possivel
obter um valor médio de letalidade indicando que, possivelmente, houve o aumento da
toxicidade com o aumento do tempo de incubacdo. O isolado de Pichia kudriavzevii
também demonstrou aumento da toxicidade a medida que aumentou o tempo de incubacéo,
uma vez que o valor da CLso em 24 horas foi de 17,19 % e em 120 horas foi de 11,21 %
(Tabela 1).

Tabela 1: Valores da CLso para as amostras tratadas pelas leveduras Candida sp. e Pichia
kudriavzevii e amostras ndo tratadas do Alaranjado G durante 24 e 120 horas de incubacéo.

Isolados CL,,em24h CL,,em120h
Candida sp. 7,14 % -
Pichia kudriavzevii 17,19 % 11,21 %
Alaranjado G - -
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Para a degradacdo ser considerada eficiente, os metabdlitos formados devem
possuir menor nivel de toxicidade decorrente da completa mineralizacdo das moléculas,
sem a formacao de metabdlitos toxicos. Assim, 0 aumento da toxicidade dos metabolitos
formados no decorrer da descoloracdo e um baixo valor da CLsp indicam que houve apenas
uma degradacao parcial do corante, e que houve a formacao de intermediarios mais toxicos
apos 120 horas de incubacdo. De acordo com Isik e Sponza (2004), o composto formado
durante o processo de descoloracdo que ndo € biodegradavel é responsavel pela toxicidade.
Por exemplo, as aminas aromaticas formadas sdo mais toxicas que seu composto original.
Assim, pode-se inferir que a descoloracdo ocorreu somente atraves da hidrolise do grupo
cromoforo, ou seja, da ligacdo azo, sem a mineralizacdo do corante, uma vez que o produto

da degradacéo continuou sendo toxico.

3.4.2 Ensaios de fitotoxicidade com sementes de alface (Lactuca sativa)

Os testes de fitotoxicidade foram realizados para avaliar o impacto do corante
tratado e ndo tratado na vegetacao, uma vez que efluentes sdo langados no ecossistema. De
acordo com as Tabelas 2 e 3, as diferentes concentragdes utilizadas do sobrenadante
(corante tratado) mostraram diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos
com 24 e 120 horas, sendo que nos tratamentos com 120 horas as médias dos
comprimentos das radiculas e as porcentagens da germinacao das sementes foram iguais ou
maiores que no tratamento por 24 horas até a concentracdo de 100% (letras minusculas na
horizontal) e iguais ou maiores do que no corante ndo tratado até a concentracgao de 50 %.

Pode-se observar também que, dentro do tempo de 24 horas, a medida que
aumentou a concentragdo do sobrenadante de 6% até 100%, ocorreu a diminuicdo da taxa
de germinacdo e do crescimento das radiculas. No entanto, dentro do tempo de 120 horas,
0 aumento da concentracdo ndo afetou estatisticamente a taxa da germinacdo até a

concentracéo de 50% para o isolado de Candida sp., enquanto para o isolado de Pichia
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kudriavzevii ndo houve diferenca estatistica na germinacdo até 25% (Tabela 3, letras
mailsculas na vertical). Para o crescimento radicular, quanto maior a concentracdo do
sobrenadante, maior a inibicdo do crescimento da raiz. Entretanto, essa inibicdo foi sempre
menor do que no controle (corante ndo tratado) na mesma diluicdo apds 120 horas de
incubacdo, até a concentracdo de 50%. Dessa forma, pode-se observar que 0 maior tempo
de incubacdo diminuiu a toxicidade dos metabolitos tanto para o crescimento das radiculas
como para a germinacao das sementes. A despeito dos efeitos positivos sobre a germinagédo
e crescimento radicular do corante tratado, ainda assim, os resultados sugerem que nao
houve a total mineralizacdo do corante, uma vez que, em todos os tratamentos, na
concentracdo de 100% foram observados efeitos inibitorios sobre os pardmetros
analisados.

Tabela 2: Crescimento da radicula (cm) em diferentes concentracdes do corante tratado e
ndo tratado durante 24 e 120 horas de incubacdo.

Diluicbes  Corante nédo Candida sp. Pichia kudriavzevii
(%) tratado
24 h 120 h 24 h 120 h
0 2,56 aC 2,56 aC 2,56 aD 2,56 aD 2,56 aC
6 0,82 2B 1,26 b8 2,89 ¢p 1,59hc 3,32 ce
12 0,64 38 1,24 pB 239 ¢cc 164 pc 297 ¢p
25 0,65 a8 0,42 an 2,04 ¢ 154 hc 241 cc
50 0,49 aa 0,37 an 1,148 0,818 0,65bB
100 0,46 b A 0,01z 0,26 a A 0,01 aa 0,01 aa

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na horizontal e maitsculas na
vertical ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade.

Tabela 3: Taxa de germinacdo (%) de sementes em diferentes concentracdes do corante
tratado e n&o tratado.

Diluicbes (%)  Corante nédo Candida sp. Pichia kudriavzevii
tratado
24h 120h 24h 120h
0 95,0qa8 95,04E 95,0 aB 95,0 ap 95,0ac
6 85,0qa8 76,6 aD 93,318 75,0 ac 975bc
12 95,08 80,0 ap 93,3vB 83,7 ac 92,5ac
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25 86,2 B 65,0ac 98,3¢8 75,0 ac 950pc
50 80,0pB 23,3 a8 93,3b8 30,048 37,5aB
100 10,0 aA 1,0 aA 71,6 bA 1,0 aA 1,0 aA

Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na horizontal e maiusculas na vertical ndo

diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade.

A diminuicdo da fitotoxicidade do corante tratado em relacéo ao corante nao tratado
tem sido amplamente relatada por diferentes autores. De acordo com Saratale et al. (2013),
a fitotoxicidade dos metabolitos gerados apés a degradacdo do corante Vermelho de
Remazol foi menor que a do corante ndo tratado. Resultados semelhantes foram
encontrados por Govindwar et al. (2014) e Vijayalakshmidevi e Muthukumar (2015)
avaliando a fitotoxicidade da descoloracdo do corante Amarelo Reativo e de um efluente
téxtil, respectivamente. De acordo com Ma et al. (2014), o tratamento do corante Laranja
Reativo 16 por Ganoderma sp. também demonstrou diminuicdo da fitotoxicidade em
relagdo ao corante néo tratado.

Cabe ressaltar que a utilizagdo de diferentes organismos nos testes de toxicidade
aguda pode resultar em diferencas de sensibilidade entre os mesmos. Os resultados de
toxicidade demonstraram que a sensibilidade mais elevada se deu para a Artemia salina,
comparando com a sensibilidade das sementes de Lactuca sativa. Assim, devido as
diferencas de sensibilidade, sdo recomendados testes com varios tipos de organismos
pertencentes a diferentes niveis troéficos do ambiente, sendo eles produtores primarios,
representados por algas ou plantas superiores, consumidores primarios, tais como
microcrustaceos, e consumidores secundarios, representados por peixes (Costa et al., 2008;
Garcia-Lorenzo et al., 2009).

4.0 Conclusdes
Os resultados apresentados neste estudo indicaram que diferentes fatores abidticos podem

contribuir para a descoloracéo de azo corantes.
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Elevadas taxas de descoloracdo ocorreram em condicGes acidas de pH e baixa
concentracdo de glicose.

A faixa de temperatura 6tima ficou entre 25 °C e 35 °C, mas, o isolado de Pichia
kudriavzevii merece destaque por apresentar caracteristicas termotolerantes, com elevadas
taxas de descoloracdo em uma ampla faixa de temperatura, inclusive até 45 °C. Do ponto
de vista industrial, essa caracteristica é de alta relevancia na bioremediagdo, uma vez que
os efluentes geralmente apresentam elevada temperatura.

Em relacdo aos bioensaios de toxicidade, os organismos utilizados demonstraram
ser eficientes como bioindicadores de toxicidade aguda. Embora para a Artemia salina o
corante tratado tenha sido mais toxico, os testes com sementes de alface apresentaram
menor toxicidade do que o corante ndo tratado. O produto da descoloracdo em periodo de
120 horas, de um modo geral, demonstrou valores de crescimento das radiculas e de taxas
de germinacdo maiores que o corante nao tratado.

Esses resultados sugerem que houve a biotransformacdo do corante, ocorrendo
apenas uma degradacdo parcial da molécula.

Ressalta-se assim a importancia de mais estudos para a identificacdo desses
metabolitos produzidos e de consdrcios com outros micro-organismos a fim de tentar

mineralizar a molécula do corante.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diferentes micro-organismos possuem capacidade de descoloracéo de
corantes, tendo destaque a utilizacdo de fungos devido ao aparato enzimatico
diversificado. As leveduras isoladas do Rio Subaé, utilizadas neste estudo,
apresentaram elevado potencial de degradacgéo do corante Alaranjado G e RBBR
em condi¢des acidas de cultivo, baixa concentracdo de glicose e em temperaturas
mesofilas, com excecdo do isolado SD5 que apresentou termotolerancia,
descolorindo o corante até 45 °C.

Nos ensaios de toxicidade, utilizando Artemia salina como organismo teste,
mesmo apOs o tratamento bioldgico, o produto da descoloracdo dos corantes
Alaranjado G e RBBR continuou sendo toxico, com reduzida diminuicdo da
toxicidade apoés tratamento por 120 horas para alguns isolados. Em relacdo ao
ensaio utilizando as sementes de alface, os efeito inibitérios na germinacdo e no
crescimento das radiculas aumentaram proporcionalmente ao aumento da
concentracdo do produto da degradacéo do corante mas, de um modo geral,
foram menos toxicos do que o corante nao tratado. Dessa forma, pode-se afirmar
gue houve a biotransformacéo do corante e ndo a mineralizacdo, ressaltando a
importancia de mais estudos envolvendo os possiveis intermediarios formados a
partir da degradacédo dos corantes. Entre outras alternativas, pode-se destacar
estudos complementares para conhecer as enzimas envolvidas e a possivel
atuacdo em diferentes classes de corantes e o consorcio entre diferentes micro-
organismos que possuam diferentes vias de degradacdo a fim de reduzir o
maximo da toxicidade dos subprodutos.
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