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RESUMO

Os corantes, que apresentam uma variedade de usos, s@o descartados, muitas vezes, junto com os efluentes
nos corpos aquaticos, devido a perdas nos processos, 0 que constitui um grave problema ambiental. O
tratamento biol6gico é uma importante alternativa a ser considerada entre as tecnologias disponiveis. Assim
este trabalho objetiva estudar a producdo de biossurfactante associada & biodegradacdo de um corante de
propriedades bastante recalcitrantes, o azul de metileno, em condi¢do aerdbia e termofilica e na auséncia de
fontes adicionais de carbono. Durante o cultivo foram avaliadas as variaveis de cor, pH, proteinas totais,
biomassa e atividade de emulsificacdo. Os resultados mostraram que houve degradagdo do corante azul de
metileno por G. stearothemophilus nas condi¢des investigadas, o que foi evidenciado pela reducéo de cor,
especialmente para a menor concentracdo inicial em estudo do corante (10 mg/L). Foi observado ainda
biossor¢do do corante devido as interagdes com a parede celular do microrganismo. A produgdo de
biossurfactante pode ser considerada satisfatoria, sendo superior a 30% apds 24 h na menor concentracdo de
cultivo.
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1. INTRODUCAO

Os corantes, que apresentam uma variedade de usos, s@o descartados, muitas vezes, junto com os efluentes
nos corpos aquaticos, devido a perdas nos processos, 0 que constitui um grave problema ambiental. O
tratamento bioldgico é uma importante alternativa a ser considerada entre as tecnologias disponiveis.

Aguas residuarias séo fontes de poluicio para os corpos aquaticos, degradando a qualidade dos mananciais e
prejudicando a biota e os usos mais nobres relacionados ao consumo humano. Segundo Guarantini e Zaoni
(2000), o lancamento ndo controlado de corantes provoca uma acentuada mudancga de coloragdo da &gua,
interferindo na absorcdo da luz pelos seres do ambiente aquatico, contaminando 0s mananciais e a agua
distribuida a populacao.

O azul de metileno é um corante tiazinico, tipo catiénico, comumente aplicado na producéo de papel e outros
materiais como poliésteres e nylons. Seu uso original no setor téxtil envolve o tingimento em seda, ld e
algoddo, apesar de nao apresentarem boa solidez a luz e a lavagem. Alguns corantes basicos apresentam
atividade biol6gica e séo utilizados como anti-sépticos (Hunger, 2003). O azul de metileno apresenta em sua
composi¢ao a estrutura da fenotiazina, composto que esta presente em antihistaminicos e antipsicéticos.

O desenvolvimento de tecnologia adequada para tratamento de efluentes tem sido objeto de grande interesse
nos Ultimos tempos devido ao aumento da conscientizacdo e rigidez das leis ambientais. As principais
técnicas disponiveis na literatura para descoloragdo das aguas de rejeito envolvem principalmente processos
de adsorgdo, precipitacdo, degradagdo quimica, eletroquimica, fotoquimica, biodegradacéo, etc (Guaratini e
Zanoni, 2000).

O tratamento bioldgico constitui-se em uma tecnologia onde se emprega microrganismos com a finalidade de
degradar completamente os contaminantes do efluente ou de reduzir os contaminantes e gerar um efluente de
acordo com a legislacdo. Para este fim, o Geobacillus stearothermophilus surge como um microrganismo de
caracteristicas biotecnologicamente (Paz, 2005). O G. stearothermophilus pertence a nova classificacdo dos
microrganismos da familia Bacillae, sendo uma bactéria Gram-positiva, termofilica e halofilica além de ter
uma excelente capacidade de producdo de biossurfactante, com estabilidade em condicfes adversas de pH,
temperatura e salinidade e grande reducéo de tensao superficial.

Os biossurfactantes possuem vantagens especiais sobre surfactantes quimicos, como biodegrabilidade, baixa
toxicidade, maior taxa de reducdo de tensdo superficial, solubilidade em &gua, estabilidade térmica,
estabilidade quanto a valores extremos de pH, produgdo a partir de substratos renovaveis, e a capacidade de
modificacdo estrutural através da engenharia genética ou técnicas bioquimicas. Porém, ainda ndo séo capazes
de competir economicamente com os surfactantes quimicos, principalmente devido ao seu alto custo (Colla
et. al., 2003).

Diante disso, neste trabalho propde-se avaliar a producdo de biossurfactantes associada a degradacdo de
corante durante o cultivo de G. stearothermophilus na presenca de azul de metileno, sob condigBes de
termofilia e sem fontes suplementares de carbono.

2. METODOLOGIA
2.1 Corante

O corante utilizado no experimento foi o azul de metileno (marca Vetec®), apresentado na Figura 1, o qual é
um composto aromatico heterociclico, solido, verde escuro, bastante solGvel em &gua ou em Alcool,
produzindo solucgdo azul apds dissolugdo. O azul de metileno é usado como corante bacteriolégico e como
indicador quimico.



Figura 1 - Estrutura do corante azul de metileno.

2.2 Microrganismo
O microrganismo utilizado para o estudo foi o Geobacillus stearothemophilus UCP 986, Gram-Positivo,
termofilico isolado de ambientes impactados por petréleo. A bactéria foi repicada para o meio liquido BHI e
incubada por 24 h a 37 °C. Em seguida foi novamente repicada e preservada em meio solido inclinado AN
(Agar Nutrient — BIOLIFE ®) a 4 °C.

2.3 Tratamento Biologico

e Indculo - Para o inoculo, o microrganismo foi cultivado em frascos Erlenmeyeres de capacidade 250 mL
com 50 mL do meio Luria Bertani (LB) e incubado a 50 °C por 24 h sob agitacdo em shaker a 150 rpm. Em
seguida foi realizada a leitura espectrofotométrica da densidade 6ptica a 660 nm (DO = 1, 212).

¢ Preparacdo do corante — duas solugdes estoque do corante azul de metileno foram preparadas (300 mg/L
e 600 mg/L), para posteriormente ser adicionado ao meio de cultura nas concentracdes finais de 10 mg/L e
20 mg/L a volumes finais de 150 mL. Esta solucéo foi previamente filtrada em membrana de 0,45um para
retirar as células tornando-a estéril.

¢ Ensaios de degradacdo/producdo de biossurfactante - O experimento foi realizado em duplicata, em
frascos Erlenmeyeres de 250 mL de capacidade nas concentragdes de corante de 10 e 20 mg/L, além de um
controle feito apenas com o meio LB (150 mL) e 1 mL de inéculo. O cultivo foi realizado por um periodo de
48 horas, sob agitacao orbital (150 rpm) a temperatura de 50°C. Experimentalmente, foram feitas analises do
liquido metabdlico centrifugado referente aos horarios de 12, 24, 36 e 48 h de cultivo. As amostras foram
submetidas a centrifugacdo de 3500 rpm por 20 min, para separacdo das células do liquido metabdlico, e
posteriormente executaram-se as analises de cor, pH, proteinas totais, biomassa, atividade e indice de
emulsificacéo.

2.4 Analises realizadas

e Cor - A determinacéo foi feita por absorbancia a 668 nm do liquido metabdlico livre de células (Budavari,
1989) usando espectrofotdbmetro UV-Visivel Bioespectro®.

¢ pH — A determinacdo foi feita por potenciometria no liquido metabdlico livre de células.

¢ Proteinas totais — A determinacéo foi feita via anélise do liquido metabolico livre de células usando o kit
de Proteinas totais (LABTEST®).

e Biomassa - A determinagcéo foi feita por gravimetria ap6s tratamento a 105° C durante 24 h.

¢ Atividade de emulsificacdo — A determinacao foi feita por absorbancia a 540 nm da fase emulsionada
produzida pela mistura de 1 mL de querosene, 2 mL de liquido metabdlico livre de células e 1 mL de tampéao
acetato de sodio (Cirigliano e Carman, 1984).

Todas as analises foram realizadas em duplicatas.
3 RESULTADOS

3.1 Biodegradacao/Descoloragao



A Figura 2 mostra a cinética de degradacdo do corante azul de metileno por G. stearothermophilus.
Particularmente observa-se que na concentragdo inicial de estudo de 10mg/L a maior eficiéncia de remocéo
de cor. Na concentragdo de 20 mg/L a descoloracéo foi insignificante, praticamente inibitoria. Esses dados
mostram o potencial biotecnoldgico do microrganismo. Ong et al., (2007) verificaram em seus experimentos
de tratamento de azul de metileno, em condi¢bes anaerdbias que concentracdes altas do corante podem
causar efeitos negativos na eficiéncia de remocéao de cor por efeitos inibitorios do corante sobre a biomassa.

A biomassa separada por centrifugacdo ao longo do cultivo apresentava-se parcialmente colorida, indicando
gue parte do corante foi concomitantemente adsorvida na parede celular do microrganismo, conforme
observado anteriormente por Aksu (2004).
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Figura 2 - Perfil de remocéo de cor de azul de metileno por G. stearothemophilus ap6s 48 horas de cultivo
aerdbio.

A andlise de pH realizada ao longo do cultivo mostrou resultados que estdo acima da faixa de neutralidade
(Figura 3) indicando presenca de produtos do metabolismo com caracteristicas alcalinas, o que é explicado
também pelo fato do préprio corante apresentar propriedade basica, principalmente aminas aromaticas (Ong
et al., 2007).

O cultivo com menor variacdo de pH (Figura 3) se refere a maior concentracao inicial de corante, 0 que pode
significar uma adaptagdo mais lenta do microrganismo ao composto confirmado, também, pela baixa
descoloragéo (Figura 2).
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Figura 3: Variagdes de pH durante cultivo com G. stearothemophilus na presenca de azul de metileno.

O perfil de proteinas totais (Figura 4) realizado do liquido metabdlico centrifugado mostra o decaimento de
nutrientes ao longo do cultivo, indicando sua utilizagdo pelo microrganismo para desenvolvimento,
crescimento e manutencéo celular. Os resultados mostraram concentragcGes sempre maiores de proteinas para



o cultivo com 20 mg/L do corante, e tendéncia a liberagdo de proteinas no liquido metabdlico a partir de 36 h
de tratamento.
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Figura 4 - Perfil de Proteinas Totais durante cultivo de G. stearothermophillus na presenca de corante azul de
metileno.

Os resultados de crescimento de biomassa ao longo do cultivo estdo apresentados na Figura 5, sendo
observado que a maior quantidade de biomassa cresceu para 0S ensaios com corante na concentracao inicial
de 10mg/l (menor valor testado). Quanto ao crescimento na presenca do corante na concentracdo de 20 mg/I
infere-se certa toxicidade ao corante, inibindo-se o desenvolvimento, quando comparado as condigdes
padrbes. Quando bactérias sdo expostas a corantes antimicrobiais, estes sdo primeiramente adsorvidos sobre
os sitios aniénicos da membrana, substituindo os cations divalentes, e posteriormente danificando a parede
celular (Liu e Sun, 2008).
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Figura 5 - Valores da biomassa produzida durante cultivo de G. stearothermophillus stearothemophilus na
presenca de corante azul de metileno.

3.2 Producao de Biossurfactante

O biossurfactante ¢ uma molécula anfipatica produzida por microrganismos, possui, portanto, uma por¢ao
hidrofilica e outra hidrofébica conferindo propriedade solubilizante. A maior vantagem dos biossurfactantes
quando comparados aos surfactantes sintéticos reside na sua diversidade estrutural, baixa toxicidade e
biodegradabilidade. Devido a essas propriedades podem ser usados para diversas aplicacfes, dentre elas, a
biorremediacao de poluentes (Costa et. al, 2008).

Sendo o G. stearothemophilus um microrganismo produtor de biossurfactante (Paz, 2005), o estudo foi
complementado com as analises de atividade de emulsificagdo (Figura 6).

Os resultados de atividade de emulsificacdo (U.A. E), onde se avalia qualitativamente o biossurfactante
presente no liquido metabdlico, indicam valores satisfatorios para ambas as concentragdes de estudo j& a



partir de 24 h de cultivo. Em geral, ha uma tendéncia a estabilizacdo dessa variavel, destacando-se 0s
maiores valores a concentracao inicial de corante de 10mg/L apos 24 e 36 h de cultivo.
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Figura 6 - Perfil de Atividade de Emulsificagdo para o cultivo de Geobacillus stearothemophilus na
presenca de azul de metileno.

4 CONSIDERACOES FINAIS
Diante dos dados expostos, pode-se observar que:

e Houve degradacdo do corante azul de metileno pelo G. stearothemophilus em condicGes aer6bia e
termofilica, evidenciadas pelos resultados de cor, pH e proteinas, especialmente para a menor
concentracdo inicial em estudo (10mg/L de corante).

e Ocorreu biossorcdo do corante devido as interagcGes com a parede celular do microrganismo.

e Nas condi¢des empregadas houve producdo de biossurfactante, o que pode ter contribuido para o0s
niveis de descoloracdo obtidos na solucao de azul de metileno.
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