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RESUMO

Os corantes azoicos representam cerca de 70% dos corantes sintéticos utilizados na industria,
principalmente na téxtil, em diversos tipos de fibras. Entretanto, o descarte incorreto desses
compostos ¢ o desconhecimento do seu potencial carcinogénico causam problemas a
fotossintese, além da bioacumulacdo na fauna local. Apesar de apresentarem alto custo,
existem diversos tipos de tratamentos para recuperacdo de ambientes contaminados. Uma
das alternativas € a biorremediacao utilizando fungos e outros microrganismos. Desse modo,
o estudo analisou a resisténcia do microrganismo Bacillus thuringiensis (Bt) na presenca do
corante Vermelho Reativo 239 em meio so6lido e a descoloragao e produgao de enzima lacase
em meio liquido. O microrganismo apresentou crescimento em meio solido e resisténcia na
presenca do azo corante com concentracao de 400 mg/L. O resultado obtido em meio liquido
foi de 33,84% de descoloracao e 83,333 U/L de atividade enzimatica de lacase em 50 mg/L
de corante, pH 6 e 12 horas, caracterizando um composto de dificil degradacdo, ou seja,
recalcitrante. A literatura cita o B. thuringiensis como um potencial na biorremediagdo de
corantes téxteis, havendo ainda outras metodologias que podem e serao aplicadas, em busca
da obten¢ao de resultados de mais de 90% de descoloragcdo, como mostram a maioria das
pesquisas atuais. Em relacao a producao de enzimas, o Bt ¢ bastante associado a lacase e os
estudos mostram que essas enzimas estdo diretamente ligadas a descoloragdo. Dessa forma, o
proximo passo da pesquisa € a otimizagdo do experimento, assim como a analise enzimatica
de lacase e lignina peroxidase.
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1 INTRODUCAO

Os corantes sdo substancias amplamente aplicadas na industria, principalmente como
forma de agregar valor aos produtos finais de diversas industrias, assim como padronizagao
da apresentacdo final da linha de produgdo. Devido a presenca de grupos cromodforos, os
corantes sao capazes de colorir diversos tipos de fibras, a partir da sua capacidade de
absorver luz no espectro visivel, além de apresentar grupos auxiliares, como dacido
carboxilico, 4acido sulfonico, amino etc. Dentre os principais tipos de corantes utilizados no
mercado atual, encontram-se os corantes acidos, azoicos e dispersos (GUARATINI;
ZANONI; 2000).

Os azo corantes, ou azoicos, sdo substancias que possuem em sua composi¢do ao
menos uma dupla ligagdo entre nitrogénios (-N=N-), o que confere maior resisténcia a
degradagdo, assim como proporciona a formagdo de metabolitos toxicos quando ha quebra
dessas moléculas, sendo considerados recalcitrantes. Além disso, esses compostos
apresentam grande potencial carcinogénico, visto que, quando entram em contato com o
metabolismo humano, apdés ser metabolizado por enzimas, geram subprodutos toxicos
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potencialmente cancerigenos (KING- THOM, 2016).

Além dos perigos oferecidos a saide humana, ¢ importante ressaltar os problemas
ambientais desencadeados pelo descarte incorreto de efluentes contaminados, como efluentes
de industrias téxteis, que possuem alta concentracdo de azo corantes. A presenca de
substancias indesejadas nas aguas fluviais traz prejuizos a fauna e flora locais, como nas
atividades de fotossintese, devido a dificuldade da passagem de luz e as trocas gasosas na
interface da agua e ar. Desse modo, € preciso encontrar formas de tratamento para essas
aguas contaminadas, de forma a remediar o ambiente e devolver a saide aos animais e
plantas locais, além de evitar a contaminagdo posterior dos seres humanos, caso ocorra o
consumo dessa dgua contaminada (KING-THOM, 2016; ALMEIDA, 2016).

Como formas de remediacdo, € possivel citar procedimentos como a precipitagdo
quimica, adsor¢do, troca idnica, processo eletroquimico e a biodegradacao. A biodegradagao
consiste na degradacdo da molécula de corante em subprodutos menos tdxicos que podem
ser tratados de maneira mais eficaz, realizado por microrganismos, como fungos e bactérias,
sendo uma opg¢do vidvel em comparacdo com os atuais mecanismos utilizados. Ha diversas
literaturas que citam a utilizagdo de microrganismos na biorremediagdo de ambientes
contaminados, chegando em 95% de descoloracdo, além do bonus que estd acarretado a
producao de enzimas, que possuem grande valor a indastria (ORLANDELLI et al., 2012).

Como exemplo, o Bacillus thuringiensis (Bt) apresenta 6timo desempenho tanto na
descoloragao dos efluentes, quanto na producao de enzimas lacases e ligninas peroxidases,
que sdo induzidas pela presenca de compostos como corantes azoicos. Os corantes Azul de
Metileno e Vermelho Congo sao exemplos de corantes azo degradados por B. thuringiensis,
apresentando mais de 90% de descoloracdo em ambos, além da produ¢ao de enzimas lacases
(WU et al, 2022; OLUKANNI, 2013). Dessa forma, o objetivo dessa pesquisa foi analisar o
crescimento do B. thuringiensis em meio solido na presenca do corante Vermelho Reativo
239, além de sua capacidade de descoloragdo e producao de enzima lacase em meio liquido.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

O corante Vermelho Reativo BG-3B (Red 239) foi fornecido pela empresa Golden
Technology (2021); o agar bacterioldgico e o extrato de levedura foram adquiridos na
NEOGEN®, a peptona bacteriologica foi obtida na Himedia®; o NaCl foi adquirido na
Fmaia e o extrato de carne foi obtido no INLAB. O microrganismo B. thuringiensis (Bt)
liofilizado foi fornecido em parceria com a UFSCar (2021).

2.2 REATIVACAO EM MEIO SOLIDO

O meio de cultivo foi preparado com 0,1% de extrato de carne, 0,2% de extrato de
levedura, 0,5% de peptona, 2% de agar, 20 ml de agua destilada e 400 mg/L de corante
Vermelho Reativo 239. O meio foi disposto em erlenmeyers de 125 ml, que foram levados a
autoclave por 20 minutos a 121°C e 2 atm. Foi preparado 2 ml de solucdo salina (0,89%
NaCl) para a suspensdo bacteriana do Bt em forma de esporos liofilizados, apresentando
leitura de densidade optica de 0,1 a 620 nm. A suspensdo bacteriana foi estriada pelas placas
com o auxilio de uma al¢a de niquel-cromo, sendo vedadas e levadas a estufa a 37°C por 24
horas, visualizando o crescimento das colonias puras de B. thuringiensis. O ensaio foi
realizado em triplicata (BIROLLI adaptado, 2021).

2.3 ENSAIO EM MEIO LIQUIDO
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A preparagao do inoculo para o meio liquido consistiu no Bf reativado com a
presenca do corante sendo adicionado a 100 ml do meio LB e deixado sob agitacdo de 140
rpm a 30 °C por 14 horas. O meio liquido foi preparado com 1 g/L de extrato de levedura,
0,5 g/L de NaCl, 1 g/L de glucose, 1 g/L de Na2HPO4, 1 g/L de KH2PO4, 0,5 g/L de
MgS04.7 H20 e 0,1 g/LL de CaCl2.2 H20, formando 50 ml de meio nutriente para cada
frasco erlenmeyer de 125 ml, que foram autoclavados por 20 minutos, a 121°C e 2 atm. O
pH do meio foi ajustado com solucao aquosa de HCI 0,5 M e NaOH 0,5 M (WU et al, 2022).

Adicionou-se 4% (v/v) de in6culo e 1 ml de corante Vermelho Reativo 239, com
concentragdo de 50 mg/L. O experimento foi acompanhado por 12 horas, e aliquotas foram
tiradas a cada 3 horas. As amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 6000 rpm para
separacao do meio liquido e da biomassa bacteriana. Aliquotas de 2 ml foram retiradas de
cada tratamento e mantidas em eppendorfs, para posterior analise de atividade enzimatica e
descoloracao.

2.4 ANALISE DE DESCOLORACAO

Para o ensaio, foi realizado uma dilui¢ao 1:3 da amostra em agua destilada, com o
ensaio sendo realizado em um espectrofotdmetro de luz UV-visivel. O comprimento de onda
para leitura do corante Vermelho Reativo 239 corresponde ao de 545 nm. A porcentagem de
descolorac¢ao foi calculada a partir da Equagao 1.

Ainicial-Afinal "

%descoloragio = 100 (D

Ainicial
Onde Ainicial corresponde a leitura da absorbancia do controle abidtico e Afinal a
leitura da absorbancia da amostra do tratamento (WU et al, 2022).

2.5 ANALISE DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica foi determinada pela Equagdo 2 e utilizou valores como o
fator de dilui¢do (Fd), volume de amostra empregado (V) e coeficiente de extingdo molar do
substrato (¢), além do tempo e absorbancias das reacdes, sendo R a reacdo principal, C1 o
controle da reacao sem substrato e C2 o controle sem enzimas.

U/ml = R—(C){1+C2)

« FD * 1000 2)

Para a atividade de lacase, o sistema de incubagao foi montado com 0,2 ml de ABTS
(2,2'-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazoline-6-Sulfonic Acid) (0,001 M), 0,6 ml de solugdo de
tampao citrato-fosfato (0,1 M; pH 5,0), 0,2 ml de 4gua destilada, 1,0 ml de enzima, com
leitura realizada em 420 nm. As reagdes ocorreram durante 5 minutos em temperatura de 50
°C (WU et al., 2022).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 REATIVACAO EM MEIO SOLIDO
O azo corante utilizado nos ensaios foi o Vermelho Reativo 239, representado na

Figura 1, na qual ¢ possivel observar a presen¢a de uma ligagdo azo (-N=N-) em sua
molécula, assim como grupos auxiliares e croméforos que absorvem no maximo de 545 nm.
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Figura 1 — Molécula do azo corante Vermelho Reéltivo 239. Chemical Book (2022).
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A reativacdo em meio solido foi realizada com 400 mg/L de corante Vermelho
Reativo 239, a fim de avaliar a resisténcia do Bt ao composto toxico. A Figura 2 mostra o
crescimento normal e formagdo de coldnias, o que representa boa resisténcia do Bt ao
ambiente contaminado com corante. Entretanto, ndo houve descoloragdo visual do meio
solido, o que ja seria um bom indicativo do microrganismo conseguir degradar a molécula
recalcitrante. Por fim, esse primeiro contato do Bf com o corante promoveu uma adaptacio ao
composto tdxico, o que pode melhorar seu desempenho em meio liquido.

Figura 2 - Bacillus thuringiensis cultivado em meio solido na presenca do corante Vermelho
Reativo 239. A) Bt + Vermelho Reativo 239; B) Controle abidtico do corante Vermelho
Reativo 239.

E vélido ressaltar que as colonias de Bt apresentaram coloragdo rosada quando em
contato com o corante, podendo indicar adsor¢do do corante na bactéria. Sao necessarias
outras analises microscopicas para analisar a capacidade de adsor¢do do microrganismo,
porém visualmente ¢ perceptivel que a bactéria apresentou afinidade com o composto
colorido.

3.2 ENSAIO EM MEIO LIQUIDO

A metodologia utilizada para o ensaio em meio liquido foi realizada por Wu et al.
(2022), que mostrou um meio liquido suplementado com micronutrientes, como a presenca
de sulfato de magnésio e cloreto de célcio, que auxiliam e incentivam o crescimento de
microrganismos. O experimento foi realizado em 12 horas, com pH 6, rotagdo de 140 rpm,
50 mg/L de corante e 30 °C, que foi mostrada como temperatura 6tima de acdo do Bf na
pesquisa citada.
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3.3 ANALISE DE DESCOLORACAO

A andlise de descoloragdao foi realizada em aliquotas retiradas a cada 3 horas,
totalizando 12 horas de experimento. Os principais resultados obtidos foram apresentados na
Tabela 1. O ensaio CAl corresponde ao controle abidtico do corante Vermelho Reativo
239, o qual foi utilizado como absorbancia inicial, visto que representa o meio sem
tratamento de descoloracao por Bt. Os demais ensaios correspondem as aliquotas retiradas no
tempo estipulado previamente. As absorbancias foram medidas trés vezes, sendo utilizada
nos célculos apenas a média entre elas. A porcentagem maxima de descoloragdo obtida foi
de 33,84%.

Tabela 1 — Resultados da anélise de descoloracao de 50 mg/L do corante Vermelho Reativo
239 por Bacillus thuringiensis.

Tempo (h) | Ensaio | Al A2 A3 AMédi Descoloragao
a (%)

0 CA1 | 0,96 1,094 | 0,963 1,006 -
3 E1 10,791 |0,804 | 0,803 0,799 20,52
5 E2 0,77 0,76 0,759 | 0,763 24,13
8 E3 10,691 0,7 0,691 0,694 30,99

10 E4 10,669 | 0,683 0,683 0,678 32,55

12 ES 0,66 0,669 | 0,667 | 0,665 33,84

O comportamento da curva de descoloragao foi mostrado na Figura 2, sendo possivel
observar um crescimento exponencial nas primeiras 3 horas, seguindo para um crescimento
linear mais brando nas outras 9 horas de ensaio. Comparado com a literatura, pode-se dizer
que o grafico apresentou caracteristicas esperadas, apesar do resultado da descoloragcdo nao
ter sido maior.

Andlise de descoloracdo do Vermelho Reativo 239
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Figura 3 — Gréfico da analise de descolorag@o do corante Vermelho Reativo 239 por Bacillus
thuringiensis.

Quanto a porcentagem de descoloragdo, os resultados dessa pesquisa inicial estdo
abaixo da maioria dos trabalhos que descoloriram diferentes classes de corantes em 70-95%,
como citado na Tabela 2. Entretanto, o melhor resultado foi obtido apds 12 horas,
correspondendo a 33,84%, o que pode significar que o Vermelho Reativo 239 corresponde a
um composto recalcitrante, assim como citado por Olukanni ef al. (2013) em relacao ao
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Violeta Cristal, cuja descoloracao chegou a 22,62%. Essa dificuldade de degradagdo pode
estar relacionada a produg¢do de subprodutos téxicos que inibem a acdo das bactérias,

V. 4, N°2, 2023

prejudicando o processo de descoloragao.

Tabela 2 — Alguns trabalhos com corantes biodegradados por Bacillus thuringiensis.

Corante Classificacdo do | Tempo (h) | %descoloragao Metodologia
corante

Azul de metileno Azo 12 95 WU et al. 2022

Vermelho de Azo 6 91,15 Olukanni et al. 2013
metila

Azul reativo 13 Azo 6 973 Olukanni et al. 2013
Vermelho Congo Azo 12 72,84 Olukanni ef al. 2013
Verde malaquita | Trifenilmetano 24 82,02 Olukanni ef al. 2013
Violeta cristal Trifenilmetano 24 22,62 Olukanni et al. 2013

3.4 ANALISE DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica foi analisada em relagdo a metodologia da lacase e buscou
observar a produgdo de enzima vinculada com a descoloragdo do corante azoico. Na Tabela
3 estdo os resultados obtidos pela metodologia de Wu et al. (2022), com o melhor resultado
sendo obtido apo6s 12 horas, mostrando que a produgdo de enzima pode estar vinculada a
descoloracao do meio liquido. Pela metodologia seguida, a producdo de lacase chegou a
cerca de 17 U/ml, enquanto que essa pesquisa chegou a 83,333 U/L.

Tabela 3 — Resultados obtidos a partir da analise da atividade enzimatica de lacase no meio
liquido.

Horas |Ensaio (mg/L) |Lacase U/L
0 50 7,333
3 50 8,333
6 50 12,500
9 50 2,778
12 50 83,333

E importante ressaltar que ha diversos parimetros a serem avaliados e variados no
novo experimento, como a porcentagem (v/v) de inoculo presente no meio, ja que
influenciam diretamente na produg@o de esporos, enzimas e nos resultados de descoloragdo.
Além disso, parametros fisicos como temperatura e rotacdo do shaker também podem ser
variados, a fim de esgotar todas as possibilidades que podem auxiliar ou prejudicar no
tratamento de biorremediacao.

A pesquisa estd em andamento, na tentativa de aumentar a porcentagem de
descoloragdo a partir do Bt, além de analisar também a influéncia do corante na produgao de
enzimas lacases e ligninas peroxidases. A literatura aponta o Bt como potencial na
biorremediacdo de corantes téxteis (90% de descoloragdo), havendo ainda outras
metodologias a serem exploradas, em busca da obtencdo de resultados excelentes. Em
relagdo a producao de enzimas, o Bt produz lacase, de acordo com estudos recentes. Dessa
forma, o proximo passo da pesquisa ¢ a otimizacdo do experimento, visando melhores
resultados de descoloragao ¢ atividade enzimatica.

4 CONCLUSAO
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O microrganismo B. thuringiensis apresentou crescimento em meio solido na
presenca do corante azoico Vermelho Reativo 239 na concentragao de 400 mg/L. Além
disso, em meio liquido, seguindo a metodologia do Wu et al. (2022), a descoloracdo do meio
teve como melhor resultado 33,84% e a atividade enzimatica chegou a 83,333 U/L, podendo
ser comparada a descoloragdo apresentada por Olukanni ef al. (2013) em relagdo ao corante
Violeta Cristal, que apresentou 22,62%, caracterizando um composto recalcitrante. E valido
ressaltar que esse ensaio ndo foi otimizado estatisticamente, ou seja, a metodologia pode
trazer resultados ainda melhores para a biodegradagao de corantes azoicos.

A literatura aponta o B. thuringiensis como um potencial na biorremediacdo de
corantes téxteis, havendo ainda outras metodologias que podem e serdo aplicadas, em busca
da obtencao de resultados de mais de 90% de descoloragdo, como mostra a maioria das
pesquisas atuais. Em relag@o a produgdo de enzimas, o Bt ¢ bastante associado a lacase e os
estudos mostram que essas enzimas estao diretamente ligadas a descoloragdo, ao passo que
quanto maior a produ¢do de lacase, maior serd a descoloragdo. Dessa forma, o proximo passo
da pesquisa ¢ a otimizacdo do experimento, assim como a analise enzimatica de lacase e
lignina peroxidase relacionadas a descoloragao.
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