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RESUMO
As atividades humanas tém causado danos ao meio ambiente e vém sendo realizadas numa
escala de tempo muito curto. A disponibilidade de &gua é uma das questBes mais
preocupantes do presente século. O crescimento populacional e a expansdo das atividades
industriais contribuem de forma negativa com grandes volumes de efluente de natureza
diversa. O setor téxtil € um dos mais emblematicos da historia da industrial da maioria dos
paises, inclusive do Brasil, sendo responsavel pela geracdo de muitos empregos diretos e
indiretos. Os efluentes liquidos, que constituem o problema principal, sdo provenientes
basicamente das etapas de limpeza, tingimento e acabamento (LEAO, 2002). A descoloracéo
de efluentes por tratamentos bioldgicos tem motivado pesquisadores devido ao grande nimero
de compostos capazes de serem degradados a baixo custo operacional (FRANCISCON,
2005). Este trabalho teve como objetivo enriquecer, isolar e identificar bactérias em um reator
UASB tratando corante azo Drimarem azul HF-RL. Utilizou-se como meio de enriquecimento
uma mistura de macro e micronutrientes. O isolamento foi realizado com inoculos obtidos do
enriquecimento e foram caracterizados morfologicamente e por biologia molecular. Os
resultados mostram que o consorcio foi capaz de se desenvolver em tubos anaerdbios
descorando o corante azo. As colbnias isoladas mostraram-se similares morfologicamente e
com alta similaridade com DNAr 16S de membros do grupo composto por Azospira oryzae e
Dechlorosoma sp. Estes resultados demosntram que o consércio € adequado para estudos
futuros de tratamento alternativo ao efluente téxtil.
Palavra chave: Bactéria, Corante téxtil, Tratamento biol6gico
Area temética: Aguas resududrias

1-Introducéo

As atividades humanas tém causado danos ao meio ambiente e vém sendo realizadas
numa escala de tempo muito curta, tornando, muitas vezes, impossivel a autorrecuperacao dos
ambientes afetados. O processo de industrializacdo, em espacial, tem levado a intensa
utilizacdo dos recursos naturais, inclusive a agua (DEZOTT], 2008).

Com todo o desenvolvimento dos setores da industria, os niveis de elementos
xenobidticos vém se acentuando nos ecossistemas aquaticos. Neste sentido, a industria téxtil
merece grande atengdo. Afinal, desde o descobrimento do Brasil que sua historia tem estado
diretamente relacionada a producdo de corantes, a comecar pelo nome do proprio pais,
originario da madeira ‘“Pau-Brasil”, fonte natural de corante avermelhado (GUARATINI e
ZANONI, 1991).

A area téxtil aparece em 5° lugar — como atividade poluidora — entre as industrias
mineiras. Seus efluentes liquidos, que constituem o problema principal, sdo provenientes
basicamente de etapas de limpeza, tingimento e acabamento (LEAO, 2002). Mais de 3 mil
tipos de corantes especificos de tingimento sdo comercializados, sendo que, hoje, mais de
80% recorrem a corantes com cadeias moleculares do tipo AZO.

Corantes azo séo caracterizados pela presenca de um ou mais grupos azo (-N=N-)
(STOLZ, 2001). A unidade que contém a ligacdo —N=N- é chamada de grupo azo.
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Os sistemas aerdbios de tratamento de efluentes sdo os mais utilizados na industria

téxtil, em especial sistemas de lodos ativados, enquanto que a aplicacdo de sistemas
anaeradbios ainda estdo sendo investigados.

2 — Revisédo de literatura
2.1 Métodos fisicos e quimicos de remocao de corantes

Processos Oxidativos - Este € o método mais comumente utilizado de descoloracéo
por meio quimico. Isso se deve a simplicidade de aplicacdo. O principal meio oxidante
é o perdxido de hidrogénio (ROBINSON, 2001) assim como o cloro, hipocloritos,
cloroaminas, didxidos de cloro, permanganato de potéssio e ozénio (POLEZI, 2003).
UV/ perdxido - Esse método degrada moléculas de corante em CO, e H,O pelo
tratamento com UV na presenca H,0,. A degradacéo é causada pela producédo de altas
concentracdes de radicais hidroxila. Radiacdo ultravioleta pode ser utilizada para
ativar os reagentes quimicos, tais como o H,0,, e a taxa de remocéo € influenciada
pela intensidade de radiacéo, pelo pH, pela estrutura do corante e pela composicéo da
tintura (ROBINSON, 2001).

Destruicdo Eletroquimica - Técnica relativamente nova, desenvolvida nos anos 90.
Tem algumas vantagens como método de remocdo de corantes. Ha pequeno ou
nenhum consumo de produtos quimicos e nenhuma producao de lodo. Os metabdlitos
gerados normalmente ndo sdo perigosos e o efluente tratado pode ser lancado ao
ambiente (ROBINSON, 2001).

Hipoclorito de sédio - Neste método o cloro ataca 0s grupos amina da molécula de
corante. Isto inicia e acelera a quebra de ligaces azo. O uso de cloro para a remocdo
de cor esta se tornando menos frequente devido aos efeitos negativos aos corpos
receptores e a formacdo de aminas aromaticas, que sdo cancerigenas (ROBINSON,
2001).

Adsorcao - As técnicas de adsorcdo tornaram-se mais populares recentemente devido a
sua eficiéncia na remocdo de poluentes muito estaveis para remocdo por métodos
convencionais. A adsorcdo produz um produto de alta qualidade, e € um processo
economicamente viavel (ROBINSON, 2001).

Carvéo ativado - E 0 método mais comum de remocéo de cor por adsorgdo e é muito
efetivo na remocéo de corantes catidnicos mordentes e &cidos e em menor extensao de
corantes dispersos, diretos e reativos. A eficiéncia de remocdo depende do tipo de

carvao utilizado e das caracteristicas da agua residuaria (ROBINSON, 2001).
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e Membrana filtrante - Este método clarifica, concentra e separa continuamente o
corante do efluente. Tem caracteristicas que o tornam especialmente interessante:
resisténcia a temperatura e condigdes quimicas e bioldgicas adversas. O residuo
concentrado pode apresentar problemas de disposi¢cdo (ROBINSON, 2001).

e Troca idnica - A troca i6nica nao tem sido amplamente utilizada para o tratamento de
efluentes contendo corantes, principalmente devido a impossibilidade dos trocadores
de remover uma grande variedade de corantes (ROBINSON, 2001).

2.2 Métodos bioldgicos de remocao de corantes
Os tratamentos bioldgicos apresentam grande interesse por representarem uma solugdo

de custo mais acessivel. Visto que os processos bioldgicos tradicionais ndo alcancam
eficiéncia na remocdo de cor, outros organismos vém sendo estudados, como os descritos a
seguir (ROBINSON, 2001).

e Descoloracdo por bactérias - Culturas bacterianas mistas de uma grande variedade de
habitats também podem descorar o cromoforo diazo das moléculas de corantes em 15
dias. Estes microrganismos tém a limitagdo de requererem um processo de
fermentagdo, e, portanto sdo incapazes de tratar volumes maiores de efluentes téxteis.
A habilidade de bactérias de metabolizar corantes azo tem sido investigada por um
grande namero de grupos de estudo (ROBINSON, 2001).

e Adsorgdo por biomassa microbiana ativa e inativa - A acumulagdo de substancias
quimicas por biomassa microbiana é chamada de bioacumulacdo. Bactérias mortas e
fungos foram usados com o proposito de remover cor de efluentes contaminados com
corantes. Corantes téxteis variam grandemente em suas composicdes e, portanto suas
interagdes com o0s microrganismos dependem da composicdo de um corante em
particular e da composicdo especifica de certa biomassa. Pode-se dizer que certos
corantes tém especial afinidade por certas espécies de microrganismos (ROBINSON
2001).

Segundo Kunz e outros (2002), as técnicas de tratamento fundamentadas em processos
de coagulagdo e flotacdo, apresentam elevada eficiéncia quanto & remocdo de material
particulado e sendo deficiente a remogéo de cor e compostos organicos dissolvidos. Devido
aos aspectos negativos, como a geracdo de fases sélidas e a ndo remocéo de cor do efluente,
existe uma predilecdo por processos que possam degradar as espécies de interesse. Neste
contexto, os processos biolégicos aparecem em destaque, em funcdo da facilidade na
implementacao de sistemas que operam em grande escala. Os processos mais utilizados sdo 0s
de lodos ativados. A remogdo de cor de corantes azo por bactérias aerdbias, a citar nos
sistemas de lodo ativados, € normalmente baixa. 1sso se da em decorréncia da preferéncia do
aceptor final de elétrons, oxigénio, comparada aos corantes azo. Sob condigdes anaerdbias,
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tais corantes sdo usualmente os Unicos aceptores finais de elétrons, fazendo com que melhores
eficiéncias de remocéo sejam alcancadas (SANTOS, 2005).

2.4 Métodos utilizados na identificacdo de microrganismos
A taxonomia bacteriana corresponde a uma das principais areas dentro da
microbiologia. A classificacdo permite observar as relagcbes entre os microrganismos e
estabelecer o arcaboucgo necessario ao desenvolvimento de uma taxonomia natural (evolutiva)
desses organismos. E importante diferenciar também dois termos bastantes empregados nos
meios académicos, que sao a taxonomia bacteriana e filogenia bacteriana. A taxonomia utiliza
das analises fenotipicas como base para a classificacdo. A filogenia de procariotos apenas
emergiu apds analises genotipicas (MADIGAN, 2004). Os principais procedimentos dentre
0s métodos quimiotaxondmicos correspondem a hibridizacdo DNA: DNA, a ribotipagem, as
analises lipidicas e sequenciamento do gene DNA 16S.
o Hibridizacdo DNA: DNA - A hibridizacdo genémica avalia o grau de

similaridade entre sequencias, sendo til na diferenciacdo de organismos estreitamente
relacionados. Ndo ha uma convencao definindo qual a taxa de hibridizacéo, entre dois
DNAS, necessaria para posicionar dois organismos na mesma classe taxonémica.
Recomenda-se um valor de hibridizacdo de 70% ou superior para que dois isolados
sejam considerados de uma mesma espécie e um valor de no minimo de 20-30% para
posicionar dois organismos no mesmo género. E um método sensivel que revela
diferencas sutis ha composicao genética de dois organismos; portanto € uma técnica
util na diferenciacéo de organismos estreitamente relacionados (MADIGAN, 2004).

. Ribotipagem - A ribotipagem consiste na extracdo e purificacdo do
DNA total da bactéria, digestdo deste material com uma enzima de restri¢do, corrida
eletroforética, transferéncia de fragmentos desnaturados para um filtro, hibridacéo
com a sonda marcada e revelacdo do padrdo de bandas (DARINI et al, 1998).

o Anélise de acidos graxos: MEAG - Consiste na caracterizacéo dos tipos
e proporc¢des de acidos graxos, presentes nos lipidios de membrana externa. Essa
técnica, denominada MEAG (de metil éster de acido graxo), foi amplamante utilizada
em laboratérios clinicos, de saude publica e de analise de alimentos e agua, onde a
identificacdo de patdgenos ou de outros riscos associados a bactérias deve ser
realizada rotineiramente (MADIGAN, 2004).

o Sequenciamento do gene RNA 16S - Uma forma bastante utilizada hoje
sdo as técnicas de sequenciamento do gene RNAr 16S. Os RNAs ribossomais sdo
funcionalmente constantes, distribuidos de maneira universal e de sequencia
moderadamente conservada ao longo de grandes de grandes distancias filogenéticas
Pelo fato de exibirem um grande numero de possiveis sequencias distintas, a
ocorréncia de similaridade em duas sequencias sempre indica alguma relacdo
filogenética. No entanto, € o grau de similaridade entre as sequencias de RNA
ribossomal de dois organismos que indica sua relagdo evolutiva relativa (MADIGAN
et al, 2004).
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3 - Metodologia

e Amostragem — Foram coletadas aproximadamente 10 ml de lodo do leito de um reator
UASB em escala de bancada localizado no Laboratdrio de Tratamento de Efluentes da
UFOP- Departamento de Quimica.

e Enriguecimento e isolamento dos microrganismos — A amostra de lodo proveniente do
reator UASB aplicado ao tratamento de corante azo foi diluida 10x com adicdo de
agua destilada estéril e submetida as técnicas de microbiologia com o objetivo de
enriquecer um consorcio de microrganismos envolvidos na degradacdo do corante azo
Drimaren Azul HF-RL. Como meio de enriquecimento foi utilizada uma solugéo basal
e de micronutrientes, conforme descrito em Santos et al. (2007). O meio foi preparado
com agua destilada previamente fervida, assim como as solucgdes estoque de extrato de
levedura (10g/L) e o corante Drimaren Azul HF-RL (20g/L). O meio de cultura foi
preparado adicionando-se 100 mL da solugéo de micronutrientes em 1L de meio basal.
O meio foi distribuido em frasco de vidro (volume de 30 ml) na quantidade de 9 ml de
meio. Os frascos foram lacrados, autoclavados e acondicionados em geladeira. Apés a
adicdo das solucBes estoque, o indculo foi adicionado na concentracdo de 1%. Os
frascos foram incubados a temperatura de 37°C na auséncia de luz, até que
apresentasse descoloracdo do meio. Apos o periodo de incubacédo, o enriquecimento
que apresentou descoloracdo do meio foi utilizado como in6culo para a etapa de
isolamento. Aliquotas de 0,1 ml foram retiradas dos tubos e esgotadas na superficie do
meio de cultura descrito acima, mas com adicdo de 2% de agar bacterioldgico. As
placas foram colocadas em um dessecador e incubado a temperatura de 37°C até o
desenvolvimento de coldnias. As colnias obtidas foram utilizadas em novos repiques,
utilizando semeadura por esgotamento e também a confeccdo de laminas para analise
em microscopia Optica. Para fins de manutencdo e preservacdo as culturas isoladas
foram cultivadas em caldo nutriente sob condicBes anaerdbias.

3.1 Caracterizacao morfoldgica dos isolados

A caracterizacdo morfoldgica foi feita utilizando-se a técnica de coloracdo diferencial
de Gram. Amostras das culturas puras obtidas foram coletadas e ressuspendias em solucédo
salina estéril (NaCl 0,85%). Os isolados foram identificados de acordo com suas
caracteristicas morfologicas e resposta apds a coloracdo de Gram. As visualizacdes
microscopicas foram realizadas em microscépio modelo LEICA DM 5000B.

3.2 Extracdo de DNA, amplificacéo do gene RNAr 16S e sequenciamento.

As col6nias isoladas foram utilizadas para extracdo de DNA através do método de lise
térmica descrita em Moore et al. (2004). Quatro coldnias foram transferidas para microtubos
de 2mL contendo 100uL de &gua ultra pura. Essa suspensdo foi mantida a temperatura de
ebulicdo, em torno de 97°C, por dez minutos e, em seguida, centrifugada por 10 minutos, a
15.000g. O sobrenadante com DNA gendmico foi transferido para um novo microtubo e
utilizado na amplificacdo do gene DNAr 16S pela técnica da PCR (Polimerase Chain
Reaction).

As reacdes de amplificacdo por PCR ocorreram na presenca dos primers 1 e 2
respectivamente  EpsilonF  (5-GAGASTTGATCMTGGCTCAG-3) e 1541R (5-
AGGAGGTGATCAGCC-3") (EMBLEY, 1991), especificos para a amplificacdo do gene
DNAr 16S de microrganismos do dominio Bacteria. As condi¢des de amplificacdo por reacdo
foram: Tampao de reacdo (1X), MgCl, (2,0mM), dNTP (0,8mM), primer 1 (500nM), primer 2
(500nM), BSA (0,2mg/L), Taq polimerase (0,02 unid./uL). As reagdes foram incubadas em
um termociclador Biocycler e o programa de amplificagdo consistiu das seguintes etapas: 3
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minutos a 94°C (desnaturacdo inicial); 30 ciclos de 60 segundos a 94°C (desnaturagédo), 1
minuto a 55°C (anelamento dos primers) e 1 minuto a 72°C (extensdo); 7 minutos a 72° C
(extensdo final). O resultado das amplificagdes foram analisadas em gel de agarose 1% em
TAE 1X corados com SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen) e visualizados em um
transiluminador de luz UV. Varias reacdes de amplificacdo foram feitas até que uma Unica
banda de aproximadamente 1.500 pb era visualizada.

O produto da PCR foi encaminhado ao centro de sequenciamento da Genomic
Engenharia Molecular (S&o Paulo). Das sequencias obtidas, foram confeccionadas arvores
filogenéticas, utilizado o software Mega 4.1 (TAMURA et al, 2007)

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram a participacdo de microrganismos na remoc¢do de cor em
cultivos com extrato de levedura. Visualizagbes microscépicas da cultura enriquecida
indicaram a presenca de bacilos retos e curvos, aglomerados com pequenos COCOS € poucos
filamentos ( figura 1a).

Acredita-se que o extrato de levedura atue como fonte de mediadores redox, uma vez
que apresenta em sua composicao riboflavina e niacina nas concentra¢fes 50ug/g e 300p9/g
respectivamente (CORREA, 2009). Estes compostos sdo constituintes das moléculas
carreadoras de elétrons FAD e NAD, envolvidas em reacdes de oxi-reducéo.

A técnica de isolamento foi eficiente para obtencdo de col6nias isoladas apds 20 dias
de cultivo em placas incubadas em dessecador adaptado. As coldnias isoladas mostraram-se
similares segundo seus aspectos, tamanhos e coloracfes. N&o foram observados alds de
clareamento adjacentes a coldnia, o que indicaria a degradacgéo do corante.

No total, oito colénias foram removidas das placas e transferidas para uma solucédo de
salina 0,8% e em seguida adicionadas nos frascos de cultivo contendo meio, corante e extrato
de levedura, mantendo as mesmas condi¢des descritas acima. Mesmo depois de um longo
tempo de incubagéo ndo houve clareamento do meio.

A visualizacdo microscopica dos isolados ap6s coloragdo diferencial de Gram mostrou
que as colbnias isoladas eram constituidas de bacilos levemente curvos e Gram negativos.

Apesar da analise morfoldgica sugerir que trata-se de isolados muito semelhantes,
foram realizadas extrac6es de DNA de todas as coldnias a fim de se obter o sequenciamento
do gene DNAr 16S visando sua identificacdo. A amplificacdo do gene foi realizada com
sucesso.

A analise comparativa das sequéncias mostrou alta similaridade entre as col6nias
isoladas (100%) indicando que trata-se de bactérias pertencentes a uma mesma espécie, o que
pode ser comprovada apds andlise filogenética. Desta forma um isolado foi escolhido e seu
gene RNAr 16S foi totalmente sequenciado a fim de aumentar a resolugdo da anélise
filogenética. A Figura 1b apresenta o dendograma de similaridade entre a cultura isolada e
espécies correlacionadas.
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Figura 1a: - Arvore filogenética contendo sequéncias do gene RNA 16S (1.376 pb) construida pelo método

Neighbor-Joining e modelo Maximum Composite Likelihood no programa Mega 4.1. Anélise de Bootstrap com
1.000 réplicas. Figura 1b: bacilos retos e curvos, aglomerados com pequenos cocos e poucos filamentos
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O resultado indica alta similaridade (maior que 99%) do isolado com membros de um
grupo composto por Azospira oryzae, Declorosoma sp. e Azoarcus sp. e com varias bactérias
ndo cultivadas pertencentes ao género Azospira.

Recentemente foi proposta a reclassificagdo de Azoarcus como Azospira, devido sua
alta proximidade filogenética e fisiologica, principalmente pela capacidade de realizar fixacao
de nitrogénio em associagdo com plantas (REINHOLD-HUREK, HUREK, 2000). Azospira
oryzae ocorre freqlientemente em associacdes com raizes de arroz. Segundo Coates e outros
(2004) o gene RNAr 16S de Dechlorosoma sp e Azospira oryzae se assemelham em 99,9%, o
que indicaria que estes organismos pertenceriam a um mesmo género. Outras técnicas tais
como hibridagio DNA-DNA, SDS-PAGE das proteinas celulares também mostram alta
similaridade entre os géneros. Fenotipicamente sdo também muito parecidos, exceto pela
incapacidade de usar o perclorato como aceptor final de elétrons pela A. oryzae, caracteristico
de Dechlorosoma (COATES, 2004).

Os géneros Dechlorosoma e Azospira sdo amplamente distribuidos em diversos
ambientes incluindo ambientes naturais como solos e lagos, porém uma caracteristica
importante de Dechlorosoma é de dominar ambientes contaminados com percloratos onde
realizam o processo metabdlico de reducédo de perclorato (COATES, 2004).

5 - Conclusbes

Pode concluir-se pelo presente trabalho, que a metodologia utilizada na obtencdo de
um consoércio com capacidade de reduzir corante azo foi eficaz. As condi¢cbes de cultivo e
isolamento da cultura anaerdbia também foi eficiente, no entanto a cultura isoladamente ndo
demonstrou capacidade de remocdo de cor. A cultura anaerdbia isolada foi caracterizada
como bacilos levemente curvos Gram negativos e filogeneticamente semelhante as espécies
Dechlorosoma sp e Azospira oryzae.
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