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RESUMO

No atual cenario mundial, o uso de corantes sintéticos tem se tormado
um recurso cada vez mais utilizado pelas indistrias, com o intuito de tornar
seus produtos comercialmente mais aceitaveis para o publico. Por outro lado,
uma grande parte desses corantes acaba sendo depositada no meio ambiente,
principalmente atraves de efluentes despejados em rios ou cursos de aguas,
causando problemas de poluigdio cada vez maiores. Nio se pode afirmar que
exista um método ideal usado para tratar efluentes contendo corantes
sintéticos, mas alguns métodos bioldgicos tém sido propostos com freqiiéncia,
devido aos beneficios que apresentam em relagio aos métodos tradicionais,

como baixo custo.

Biosurfactantes sfo substincias com carater anfoétero, que sdo
produzidas por microrganismos cultivados em diversas fontes de carbono.
Pouco ainda se conhece sobre os motivos que levam microrganismos a
produzirem tais substincias, mas um deles refere-se a necessidade de

solubilizagdo de substratos insoluveis.

O presente trabalho mostra a atividade de emulsificagfo apresentada por
cepas bacterianas, os tipos de atividade de biosurfactantes produzidos pelas
mesmas ¢ avalia a capacidade de descoloragio de corantes, artificiais e
hidrossoldvets, pelas cepas bacterianas em estudo. Dentre as linhagens
destacaram-se C 50 (identificada como Bacillus subtilis) e A 50 (ndo

identificada), produzindo biosurfactante (nivel de compactacio de bolhas +4)



quando crescem em meio contendo corantes, artificiais e hidrossoliveis.
Apresentaram também capacidade superior as demais cepas, na descoloracio
dos corantes contidos nos meios. Na segunda etapa do trabalho, a atividade de
emulsificagdo frente ao tolueno, apés dez dias de crescimento das linhagens A
50 e C 50 foram, respectivamente, 0,53 U em meio de cultura contendo
tartrazina (oitavo dia) e 0,27 U em meio contendo erioglaucine (quinto dia).
Frente ao xileno, a atividade de emulsificacdio apds dez dias de crescimento
das linhagens A 50 e C 50 foram, respectivamente, 0,39 U, no quinto dia
(meio contendo orange ) e 0,45 U no quarto dia (meio contendo

erioglaucine).



ABSTRACT

Worldwide at the present time synthetic dyes have been frequently
employed by the industry to provide commercial products more acceptable to
people. On the other hand, a great part of these dyes have been deposited in
the environment, mainly through effluent discharges into water courses,
resulting in growing pollution problems. There does not exist an ideal method
that can be used to treat effluents containing synthetic dyes, but biological
methods have been frequently proposed, probably due to their advantages in

relation to the traditional methods, such as low costs.

Biosurfactants are substances with both hydrophylic and lipophylic
character, produced by microrganisms growing on different carbon sources.
There is not sufficient information about the reason why microrganisms
synthetise biosurfactants, but one of them relates to the solubilization of

insoluble substracts.

The present work shows bacterial emulsification activities and the
different types of biosurfactant activities that these microrganisms can
produce. The ability of some strains to remove the dyes color was evaluated.
The C 50 (that was identified as Bacillus subtilis) and A 50 (not identified)
cepas can produce biosurfactant (+4 compactation level) in artificial and
hydrosoluble dye containing medium; it was observed that these cepas present
superior ability to remove colour in the dye media: the emulsification activity

in presence of toluen during the growth of the A 50 and C 50 cepas was 0,53



U (for tartrazin-containing medium) and 0,27 U (for erioglaucine-containing
medium). In presence of xileno, the emulsification activity during the growth
of the A 50 and C 50 strains was 0,39 U (for orange G-containing medium)

and 0,45 U (for erioglaucine-containing medium).



1 - INTRODUCAO

Ha dezenas de anos, muitos produtos quimicos industriais, entre eles os
corantes sintéticos, vém sendo despejados em grande escala no meio
ambiente. Uma vasta quantidade desses produtos, considerados
contaminantes, pode ser rapidamente degradada por alguns microrganismos
existentes no solo e na dgua. Contudo, a lentiddo dos processos de degradagdo
tem possibilitado um considerdvel acimulo desses poluentes no meio
ambiente. Esse acimulo na biosfera pode causar um efeito chamado de
“gstresse ecologico” que, freqgiientemente, ¢ apontado como causa de

contamina¢les prejudiciais a satde humana (BELOTE, 2000).

Atualmente, tem havido um enorme iInteresse em solucionar o
problema da cor nos cursos de Aguas, pois apesar de que muitas dessas
coloragles encontram-se naturalmente presentes, uma consideravel proporcio
¢ originada dos efluentes, especialmente dos oriundos das grandes industrias
(KNAPP et al., 1995).

A colorac@o nos efluentes tem causado crescentes preocupacdes, o que
tem gerado esforcos no sentido do desenvolvimento de processos mais
efetivos para a remocdo dessas cores (SANI ef al., 1998). Problemas
ambientais, causados por residuos tOxicos presentes na agua, tém
impulsionado cada vez mais pesquisas na area da remediagdo ambiental

(TORREZ-MARTfNEZ et al., 2001). Dentre os métodos de tratamento



atualmente propostos, os biologicos sfo alguns dos mais freqglientemente
aceitos e utilizados (VAUTIER et af., 2001).

Até o presente, pode-se dizer que mais de 10.000 corantes sintéticos
estdo disponiveis no mercado (KIRBY et al., 1995). A industria farmacéutica
usa corantes individuais ou misturas de dois ou trés corantes em seus
produtos, com a finalidade de obter cores atrativas ao consumidor, para
corrigir algumas coloragdes ou mesmo para a identificacdo de um produto
(CAPITAN-VALLVEY, 1998).

Ja na industria de alimentos, os corantes sintéticos sfo utilizados para
tornar os produtos mais atraentes ao publico, bem como para repor as cores
naturais, perdidas durante o processamento do alimento (BOLEY et al., 1980).
Pode-se até mesmo afirmar que o uso dos corantes sintéticos organicos na
indudstria alimenticia tem sido, hd muitos anos, reconhecido como o método
mais vidvel e econdmico para restauracdo dessas cores. A importancia da
coloragdo no alimento reside no fato de que a qualidade dos produtos,
diferentemente dos aspectos microbioldgicos, € baseada na cor, sendo esta um
dos mais importantes atributos de qualidade sensorial. Ou seja, ndo importa o
quio nutritivo ou saboroso possa ser o alimento, € improvavel que seja
consumido caso nfdo apresente uma coloracdo desejada (SAYAR &
OZDEMIR, 1998).

As industrias téxteis consomem um substancial volume de agua e
produtos quimicos no processamento dos tecidos. Ha mais de 8.000 produtos

quimicos associados com o processo de coloragdio apresentados no Colour



Index como, por exemplo, os corantes azo (BANAT et al., 1996). O maior
problema enfrentado pelas inddstrias encontra-se no tratamento de seus
respectivos efluentes, caracterizados pela presenca de grandes quantidades de
corantes (inclusive corantes azo). A presenca dessas substincias € capaz de
gerar intensa coloragdo nas aguas residuais, dificultando ainda mais os

processos de remogdo (KUNZ et al., 2001).



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Os corantes

O termo corante aditivo (corante artificial) pode ser aplicado a qualquer
corante, pigmento ou outra substincia fabricada ou obtida de um vegetal,

mineral ou de outra fonte que seja capaz de colorir alimentos, drogas ou
cosméticos (NEVADO er al., 1999).

Nos ultimos anos, os aditivos alimentares tém sido muito investigados,
a fim de avaliar a sua toxicidade. Uma investiga¢do toxicoldgica para 0s
corantes que s#o usados em alimentos tem sido feita em varios paises do
mundo (BERZAS ef al., 1999), nfo apenas para os que estdo atualmente em
uso, mas para aqueles cujo wuso estd sendo proposto (CODEX
ALIMENTARIUS, 1992).

Apesar disso, a evidéncia toxicolégica para corantes sintéticos €
consideravelmente maior do que para corantes naturais, pois a complexidade
quimica e a dificuldade de definir especificagdes fazem com que a avaliagfo

toxicologica dos corantes naturais seja impossivel (NEVADO et al., 1999).

Os aditivos alimentares aprovados para uso sfo aqueles cuja avaliagdio
indica nfo apresentarem perigo para a satide do consumidor, em conformidade

com os niveis de uso propostos para cada um, devendo permanecer sob



continua observacdo. ReavaliagBes também se fazem necessirias, sempre que
as condigdes de uso de um aditivo alimentar forem modificadas ou que seja
identificada uma nova informacfo cientifica acerca do aditivo (CODEX
ALIMENTARIUS, 1992).

O wuso dos aditivos alimentares somente ¢é justificado em casos
especificos (como aumentar a qualidade nutricional do alimento ou, no caso
dos corantes, repor cores perdidas durante a manufatura), mas nunca para
disfargar ou esconder praticas indesejaveis de manufatura ou armazenamento,
(como falta de higiene no preparo dos alimentos). A aprovacgio ou inclusio
tempordria de um aditivo no alimento deve levar em conta algumas
consideragdes: estar limitada a alimentos, propdsitos e condigdes de emprego
especificos; utilizar sempre o mais baixo nivel para atingir o efeito desejado;
levar em conta o consumo diario estabelecido para cada aditivo (CODEX
ALIMENTARIUS, 1992).

2.1.1 - Caracteristicas dos corantes azo

Os corantes azo representam a mais larga classe de corantes existente,
com as maiores variedades de cores e estruturas (CRIPPS ef al., 1990), sendo
também o0s mais numerosos dentre os corantes sintéticos manufaturados
(PASTI-GRISBY et al., 1992). Sdo classificados como corantes sintéticos
organicos e apresentam grande diversidade estrutural, onde a caracteristica

principal € a presenga de uma dupla ligacfo capaz de unir dois atomos de



nitrogénio (ZISSI & LYBERATOS, 1996). Esses grupamentos azo (-N=N-),
como sdo chamados, podem aparecer na molécula do corante uma ou mais
vezes, em associagdo com um ou mais sistemas aromaticos (WONG &
YUEN, 1998). Sdo empregados para colorir e estampar fibras téxteis naturais
e sintéticas, couro, forracdes, papel (BELOTE, 2000), alimentos ¢ produtos
farmacéuticos (RAZO-FLORES et al., 1997).

Assim como muitos outros corantes sintéticos, 0s corantes azo
apresentam resisténcia a degrada¢do microbiana, sob condi¢gdes normais
existentes nas plantas de tratamento de efluentes (KIRBY et al., 1995), onde
freqiientemente podem ser encontrados intactos, sem aparentes modificagdes
quimicas moleculares (KECK et al, 1997). Por ndo serem prontamente
degradados em sistemas de tratamento biologicos, os corantes azo sdo
considerados um problema ambiental significativo, mesmo nos locais onde
sdo fabricados e usados. Contaminam, com seus efluentes e lodos residuais, os
rios e terrenos onde os lodos s&o dispostos causando, por exemplo, inibi¢do da
fotossintese superficial nos rios € coloragio nos lencdis freaticos (BELOTE,
2000).

A presenca dos corantes azo no meio ambiente tem contribuido com o
aumento da polui¢do no planeta (CAO et al., 1993). Muitos desses compostos
apresentam  caracteristicas mutagénicas, carcinogénicas ou mesmo
bioacumulagio na cadeia alimentar (RAZO-FLORES et al., 1997). Peixes
podem acumular poluentes de forma direta, através de produtos quimicos
presentes na agua, ou indiretamente, alimentando-se de organismos vivos

presentes em aguas contaminadas (AL-SABTI, 2000).
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Viarios microrganismos capazes de degradar compostos azo tém sido
isolados, entre eles Bacillus subtilis ¢ Clostridium spp (PASTI-GRISBY et al.,
1992).

Entre as linhagens produtoras de biosurfactante, Planococcus citreus se
destaca pela produgio de biosurfactante do tipo Oleo em agua. Estudos
realizados mostram que quando emulsdes diferentes (tipos agua em o6leo ou
6leo em agua) sdo formadas durante o crescimento de diferentes bactérias,

provavelmente os biosurfactantes produzidos possuam estrutura molecular e
propriedades distintas (JACOBUCCI, 2000).

2.1.1.1 - Tartrazina

A tartrazina pertence a um grupo azo de corantes sintéticos para
alimentos (SAYAR & OZDEMIR, 1998), classe monoazo, com férmula
molecular Ci6H;oN4008;Nas, C.I. 19 140 e peso molecular 534,4. E conhecida
também como Jaune Tartrique, Food Yellow 4 ou Acid Yellow 23. Quando
em contato com a agua, a tartrazing forma uma solucio amarela. Pode ser
usada para produzir varias cores, como nuances amarelo-ovo, verdes e tons de
marrom (FARBSTOFF-KOMMISSION, 1988), tendo utilizacdo em produtos
variados, como os de padaria, bebidas, balas, laticinios (SAYAR &
OZDEMIR, 1998), iogurtes, sorvetes (NEVADO et al., 1998), limonadas e
farmacéuticos. No mercado, a tartrazina pode ser encontrada sob forma de po

ou mesmo granulado. E comumente adicionada ao alimento para recolocacio
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da cor natural, que pode ser perdida durante o processamento (BERZAS et al.,
1999), mas seu teor deve ser devidamente controlado, pois o seu contato com
alguns tipos de drogas (como aspirina, acido benzéico e outros analgésicos) no
corpo humano, podem induzir alergias ¢ reagdes asmaticas nas pessoas que
apresentem sensibilidade (NEVADO et al., 1998). Nos produtos em que ¢
usada, a dose maxima permitida por lei é de 70 mg/L (CAPITAN-VALLEY et
al., 1998). Concentracio do corante para usos diversos: 5-50 g/100 Kg.
Quando exposta ao calor, a tartrazina apresenta resisténcia térmica até 150°C.
E resistente a alcalis ¢ mais ainda aos 4cidos. Apresenta a propriedade de ser
estavel & luz. No que se refere a solubilidade, a tartrazina apresenta as
seguintes propriedades: tanto em agua quente 90°C como em agua fria 25°C,
apresenta solubilidade maior que 120 g/L; em etanol, esta cai para menos que
1 g/L; j2a em oOleos vegetais, a tartrazina ¢ insoluvel (FARBSTOFF-
KOMMISSION, 1988).

2.1.1.2 - New coccine

New coccine € um corante sintético do grupo azo, classe monoazo, que
apresenta férmula molecular C,0H;;N,O;,S;Nas, C.I. 16255 € peso molecular
604,5. Pode também ser reconhecido como Food Red 7, Acid Red 18,
Brillantponceau 4 R C, Viktoriascharlach 4 R, Ponceau 4 R ou Neucoccin. E
resistente a alcalis (mudanga de coloragfio para o marrom), acidos € apresenta

resisténcia térmica até 150°C. E estavel a luz. A solubilidade em 4gua quente
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90°C ¢é maior que 120 g/L, bem como em agua fria 25°C. E parcialmete
soltivel em contato com o etanol e insolivel em oleos vegetais. Concentragio
do corante para diversos usos: 5-50 g/100Kg; 1Kg é suficiente para a
coloracdo de 2000 Kg em volume ou mais de 20.000 L de bebida. O new
coccine € um corante vermelho, mas pode também ser usado para obter-se
outros tons, como marrom. Com isto, € utilizado para colorir produtos como
bebidas, salmdo marinho e geléias. No mercado, pode ser encontrado como pd
ou granulado (FARBSTOFF-KOMMISSION, 1988).

2.1.1.3 - Amaranto

O amaranto pertence ao grupo dos corantes azo, classe monoazo, sendo
também conhecido como Acid Red 27, Food Red 9, Amarante, Naphtholrot S,
Amaranth, entre outros. Apresenta formula molecular CyoH;;N2010S:Nas, peso
molecular 604,5 e C.I. 16 185. Em contato com altas temperaturas, apresenta
resisténcia térmica até 150°C. E resistente a 4lcalis (mudanga para cor azul),
assim como a 4cidos (mudanca para a cor azul). Apresenta estabilidade
toleravel a luz. Em agua quente (90°C), apresenta solubilidade maior que 70
g/L; j4 em agua fria (25°C), a solubilidade do amaranto é de 70 g/L. Em
contato com © etanol, apresenta-se de forma parcialmete soluvel; entretanto,
torna-se insolivel em contato com 6leos vegetais. Em contato com a agua,
forma uma solucdo vermelha, mas pode também ser usado na preparagio de

cores marrons, sendo utilizado para conferir cor a produtos como bebidas,
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frutas em conserva, confeitos e sorvetes (FARBSTOFF-KOMMISSION,
1988). O amaranto ¢ um dos corantes azo mais largamente utilizados pelas
industrias de corantes (YOSHIDA et al., 1999).

No mercado, pode ser encontrado na forma de pé ou granulado.
Concentracio do corante para usos diversos: 5 a 40 g/100Kg; 1 Kg permite a
coloragdo de aproximadamente 2.500 Kg ou mais de 20.000 L de bebida
(FARBSTOFF-KOMMISSION, 1988).

2.1.1.4 - Orange G

Orange G ¢ um corante sintético, pertencente ao grupo dos corantes
azo, sendo também chamado de Acid Orange 10, acido 7-hidroxi-8-fenilazo-
1,3-naftalenodisulfénico, entre outros. Apresenta formula molecular
Ci16H1oN2O;8;Na;, CI. 16230 e peso molecular 452,36 (CATALOGO ICN,
1998). A solubilidade apresentada pelo orange G em agua 20°C ¢ de 5%; ja

em contato com etanol e dietil éter, é insoltvel (CATALOGO MERCK,
1996).

2.1.2 - Caracteristicas dos triarilmetanos
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Os triarilmetanos s@o corantes largamente usados nas industrias téxteis
para colorir nylon, 13, seda e algoddo. As industrias de papel e de couro
também utilizam esses corantes, para colorir plasticos, gasolina, verniz,
graxas, Oleos e ceras. QOutras inddstrias que também utilizam os
trifenilmetanos s3o as de produtos alimenticios, cosméticos e produtos

farmacéuticos, como agentes dermatoldgicos (AZMI er al., 1998).

2.1.2.1 - Erioglaucine

I

Erioglaucine € wum corante artificial, classificado como um
triarilmetano, devido a sua estrutura molecular. Pode ser reconhecido como
Brilliant Blue FCF, FD&C Blue No. 1 (sendo que este € o nome oficial que o
corante recebe do Food and Drug Administration) e CI Food Blue 2 (42090).
Apresenta a férmula empirica C37H34N204S; € seu peso molecular € de 792.84.
Quando em contato com a agua, o erioglaucine forma uma coloragio azul.
Seu uso ¢ permitido em produtos como alimentos, drogas e cosméticos
(MARMION, 1991).
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Figura 1: Pesos e estruturas moleculares de cinco corantes (amaranto, new coccine, orange G,
tartrazina e erioglaucine), artificiais e hidrossohiveis (Aldrich, 2000-2001).
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2.2 - Biosurfactantes

2.2.1 - Caracteristicas estruturais e obtencio de biosurfactantes

Os surfactantes bioldgicos, ou biosurfactantes, sc biomoléculas que
apresentam duas partes principais em sua estrutura, sendo uma parte lipofilica
e outra parte hidrofilica. A parte lipofilica ou apolar é formada pela cadeia
hidrocarb6nica de um acido graxo ou anel esterol. Ja a parte hidrofilica ou
polar ¢ formada pelo grupo carboxil dos 4acidos graxos ou aminoacidos, o
grupo fosforil dos fosfolipideos, grupo hidroxil dos sacarideos, e também os
peptideos. A maioria dos biosurfactantes é produzido por bactérias, leveduras
e fungos, durante o cultivo em varias fontes de carbono. Enfretanto, a razdo
pela qual esses microrganismos produzem os surfactantes ainda ndo ¢
conhecida. Nas jazidas de Oleos, algumas bactérias sfo capazes de degradar
6leos e produzir biosurfactantes extracelulares. Nesse caso, os biosurfactantes
facilitam a degradacio microbiana através da emulsificagdio do substrato.
Contudo, alguns microrganismos que ndo apresentam a capacidade de
degradar 6leos também produzem biosurfactantes. Outra explicagdo possivel €
a de que os biosurfactantes sdo produzidos como substincias antimicrobianas,
para defender as células de possiveis ataques efetuados por outros
microrganismos {MORIKAWA et al., 2000).

Os biosurfactantes sdo compostos naturais, biodegradaveis e podem ser

menos toxicos que os surfactantes sintéticos. Devido a sua estrutura
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diferenciada, os biosurfactantes apresentam varias propriedades que podem
ser exploradas comercialmente, como a redugfio das tensdes superficial e
interfacial do meio aquoso, a remediagdo de compostos organicos ¢ metalicos,
podendo também ser usados como aditivos em cosméticos € no controle
biologico. Esta extensa gama de aplicagbes dos biosurfactantes tem
aumentado o interesse na sua producdo, mas muito pouco ainda se sabe a
respeito da distribuicio dos microrganismos produtores dessas substincias no
meio ambiente (BODOUR et al., 1998). A surfactina € um dos muitos tipos de
biosurfactantes existentes e pode ser produzido por Bacillus subtillis.
Apresenta grande importancia industrial, o que tem aumentando grandemente
o interesse biotecnologico em sua produgdo, além de atrair cada vez mais a

aten¢io da industria farmacéutica (KOWALL et al., 1998).

A determinagdo de atividades de emulsificagdo serve para avaliar o
potencial do agente de superficie ativa produzido pelas linhagens bacterianas,

como em trabalhos que utilizam Pantfoea agglomerans e Planococcus citreus
(JACOBUCCI, 2000).
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2.2.2 — Propriedades dos surfactantes

Para efeitos praticos, € necessario antes de tudo que um surfactante
apresente uma boa propriedade de detergéncia. Para que um detergente seja
considerado satisfatorio, ele deve apresentar algumas propriedades, tais como
boa qualidade de umedecimento, de modo que possa haver um contato intimo
entre 0 mesmo ¢ a superficie a ser limpa; capacidade para remover ou ajudar
na remocdo da sujeira para dentro do liquido, afastando-a da superficie; e,
finalmente, capacidade de solubilizar ou dispersar a sujeira removida,
impedindo que ela se deposite novamente sobre a superficie limpa. Quando se
fala em remog¢do das impurezas pelo uso dos surfactantes, geralmente se pensa
nelas como tendo uma natureza oleosa. Ainda, a remocio da particula
indesejavel geralmente € realizada através de agitagdo mecénica simples. Em
face disto, vale lembrar que hd uma enorme tendéncia psicologica do publico
consumidor em correlacionar a formacio de espuma no processo de limpeza
com a atividade do detergente. Ou seja, a melhor aceitagdio de mercado
tenderd para surfactantes que apresentem, além de excelente atividade

detergente, a propriedade de formacdo de espumas (SHAW, 1975).

2.3 - Biodegradaciao e demais métodos de tratamento de aguas

Aguas residuais contendo corantes apresentam uma aparéncia tdo

diferenciada, que hd uma enorme tendéncia para repudid-las e a obtencéo de
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uma descoloragdo eficiente torna-se entdo indispensavel para o seu adequado

tratamento (YOSHIDA et al., 1999).

A alteragdo da cor é o primeiro indicativo de contaminante a ser
reconhecido nas dguas residuais, devendo ser removido antes que estas sejam
descarregadas nos corpos de adguas naturais ou mesmo no solo. Mesmo
quantidades muito pequenas de corantes em aguas residuais tornam-se
altamente visiveis € vém a afetar o aspecto e a transparéncia das adguas em

lagos, rios e outros corpos (BANAT et al., 1996).

Ha uma diferenca entre os termos descoloragio e biodegradagdo. A
descoloragdo pode ser definida como a remogdo da cor, obtida apenas atraves
da troca do grupo cromoforo por outro, que seja ndo cromoéforo. Ja a
biodegradagdo € definida como a quebra da molécula do substrato (no caso, o
corante) através de um processo biologico. Em muitos paises, ha leis
ambientais que regulamentam e fazem obrigatdria a descoloraciio de dguas
residuais que contenham corantes, antes mesmo que estas sejam descarregadas
nos cursos de aguas naturais (AZMI et al, 1998). As legislagdes
governamentais estdo se tornando cada vez mais estritas em muitos dos paises
desenvolvidos, em relagdo a remoc¢io de corantes dos efluentes industriais,
que vem se tornando um problema crescente para as inddstrias téxteis. Isto
significa que, para muitas industrias téxteis, desenvolver facilidades para o
tratamento de seus proprios efluentes antes da descarga tem sido mais
favoravel (BANAT ef al., 1996).
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Vérios métodos de descoloragio tém sido propostos como, por exemplo,
o método de absor¢io usando carbono ativado e o método de oxidacdo. Este
ultimo pode ser classificado também como oxidacdo por ar, oxida¢do por
ozdnio, oxidacdo por hipoclorito, eletroxidacio direta, entre outros. As
oxidacbes por ozbnio € por hipoclorito sio consideradas métodos de
descoloragdo mais econdmicos, mas nio sdo muito atraentes por causa do alto
investimento que suas plantas e equipamentos exigem (YOSHIDA er al.,
1999). Similarmente, vérios processos de tratamento de efluentes, como
floculacgdio, precipitagdo, adsor¢fo, ozbnio, extragio por par idnico, métodos
eletroquimicos e clorag@io sfo comumente usados para tratar a dgua contendo
residuo de corantes (SANI ef al., 1998). Todos estes métodos apresentam
diferentes resultados para remogdo das cores, capacidade de volume e
velocidade de operagdio. Ha alguns exemplos que demonstram essas
diferengas, como carvdo ativado, que é extremamente eficiente na remogio
das cores, mas apresenta capacidade de tratar apenas um pequeno volume de
efluente e opera em baixa velocidade; o tratamento por ozénio, por sua vez,
opera em velocidade moderada. O método de lodo ativado também tem sido
usado por muitas industrias produtoras de corantes para o tratamento de dguas
residuais, apesar de alguns corantes serem tOxicos para 0S microrganisos,
reduzindo sua capacidade de agdio (AZMI et al., 1998). Devido a grande
utilizagdio de corantes sintéticos pelas indastrias, muitos métodos de
degradacio bioldgica vém sendo propostos ao longo dos anos (MARTINS et
al., 2001). Publicagdo sobre biodegradacfio de corantes triarilmetanos foi
realizada por YATOME er al.(1991), relatando a descoloragdo do corante
cristal violeta por Bacillus subtilis. A descoloragdo de triarilmetanos por

Rhodococcus sp. € Mycobacterium sp. foi relatada por ROTH er al.(1992).
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Trabalhos sobre biodegradacio de corantes azo através de consércio de
bactérias foram publicados por CHUNG & STEVENS (1993) e HAUG et al.
(1991).

Nem todos os corantes sdo tdxicos, mas mesmo estes sdo considerados
como um problema de poluigio, devido a cor que apresentam (CRIPPS ef al.,
1990). Nio existem métodos universais usados para tratamento de residuos de
corantes, provavelmente por causa da complexidade e variedade de estruturas
quimicas desses compostos (KNAPP et al., 1995). Ha, portanto, necessidade
de se desenvolver um método bioldgico pratico para tratamento de residuos,
que possa ser usado para uma ampla faixa de corantes (KNAPP ef al., 1995).
Por este motivo, a biodegradacio vem ganhando popularidade na remogdo de
residuos perigosos, devido aos baixos custos e beneficios apresentados pela

degradacdo microbiana (SANI et a/., 1998).

23



3 - OBJETIVOS

O presente trabalho pretende avaliar a capacidade apresentada por oito
cepas bactertanas (Bacillus cereus., Planococcus citreus, A 50, C 50, B3G, 7 1,
A 30 e AO 30), na descoloragdo de cinco corantes (amaranto, new coccine,
orange G, tartrazina e erioglaucine), artificiais e hidrossolaveis, bem como os

tipos de atividade de biosurfactantes, produzidos pelas cepas.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Introducéo

No presente trabalhe serd realizada uma selecdo, em termos de
producdo de biosurfactante, entre oito cepas bacterianas (Planococcus citreus,
Bacillus cereus, A 50, C 50, 7 I, B3G, A 30 e AO 30), cultivadas em meio de
cultura liquido, com adi¢do de cinco corantes, artificiais e hidrossoliveis
(amaranto, new coccine, orange G, tartrazina e erioglaucine), com retirada de
amostras apds dez dias de incubacdo a 55°C. Escolhidas as melhores
produtoras, estas serdo submetidas a uma segunda fase de analises, que
incluem nova inoculacfo, variagdes de pH e do peso seco em relagdo ao tempo
de crescimento de cada cepa (as analises serdo realizadas a cada 24 horas de

incubagio a 55°C).

4,2 - Corantes artificiais

Cinco corantes, artificiais e hidrossoliveis, foram utilizados para
determinacfo da capacidade de descoloragdo e produco de biosurfactantes
por cepas bacterianas, sendo estes 0s corantes azo amaranto, new coccine,

orange G € tartrazina, € o triarilmetano erioglaucine.
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4.3 - Microrganismos

Oito cepas microbianas, Bacillus cereus, Planococcus citreus, A 50, C
50, B3G, 7 I, A 30 e AO 30, pertencentes a Colecio de Culturas do
Laboratorio de Fisiologia e Sistematica Microbiana, foram utilizadas neste

trabalho.

A linhagem A 50 foi isolada de efluente de industria de corantes (55°C),
sendo bastonete curto (Gram +), esporulado. A linhagem C 50, isolada de
efluente de industria de corantes (55°C), apresenta-se como bastonete curto €
fino (Gram +), esporulado. A linhagem B3G, identificada como Bacillus sp
(KUSHIDA, 2000), foi isolada de borra oleosa do solo, sendo cultura de cor
creme, com borda rugosa, formada por bastonetes pequenos esporulados
(Gram +), com esporo terminal. A linhagem 71 apresenta-se na forma de
bastonetes (Gram -), com filamentos finos ¢ longos. A linhagem A 30 foi
isolada de efluente de inddstria de corantes, apresentando-se na forma de
bastonete curto (Gram +). A linhagem AO 30 foi isolada de efluente de

industria de corantes e apresenta-se na forma de bastonete curto (Gram -).

4.4 — Manutencio das cepas bacterianas
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As linhagens bacterianas Bacillus cereus, A 50, C 50, B3G, 71, A30e
AO 30 foram mantidas em Agar Nutriente (AN) e a linhagem Planococcus
citreus em agar GYP (glicose, extrato de levedura e peptona). O crescimento
das cepas ocorreu a 30°C (exceto A 50 e C 50, que foram incubadas a 55°C)
durante 48 horas ¢ a armazenagem em geladeira a 4°C ou por congelamento a
-20°C, em tubos para criogenia de 1,8 mL (NUNC), em solucdo auqosa de
glicerol 10% (v/v).

4.5 — Condigdes de cultivo dos microrganismos

Utilizou-se meio de cultura liquido para o estudo da descoloracdo de
corantes artificiais e producfio de biosurfactantes, constituido por 0,5g de
MgSOQys; 3,0g de NaNOs; 1,0g de KH,POy; 1,0g de extrato de levedura; e
0,3g de peptona bacterioldgica, dissolvidos a cada 1000 mL de dgua destilada,
com acréscimo de 50 mg de corante por litro de solugio. O pH foi ajustado em

6,5 e o melo esterilizado em autoclave, por quinze minutos, a 121°C.

Foram utilizadas cinco al¢adas de 10pL de inoculo das cepas para cada
75 mL do meio de cultura liquido, em triplicata. O crescimento fot realizado
em frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL e incubados a 55°C, em repouso ou
sob agitacdo constante a aproximadamente 150 rpm, por um periodo maximo

de dez dias.
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4.6 - Corantes artificiais como fontes de carbono

Cinco corantes, artificiais e hidrossoluveis, foram utilizados como
fontes de carbono para crescimento das linhagens bacterianas e posterior
determina¢do da capacidade de descoloragio e producéo de biosurfactantes
por estas cepas, sendo estes 0s azo corantes amaranto, new coccine, orange G
e fartrazina, € o triarilmetano erioglaucine.A concentracdo utilizada de

corante no meio de cultura foi de 50 mg/L.

4.7 — Selecdo de microrganismos produtores de alta atividade de

emulsificacio

Numa primeira etapa, as linhagens bacterianas foram cultivadas como
descrito no item anterior, sem agitacdo, e testadas com a finalidade de se

detectar as melhores produtoras de atividades de emulsificaco.

Apds dez dias de cultivo, as células bacterianas foram separadas dos
caldos de cultura por centrifugacio, ¢ estes conservados sob congelamento,

para as analises de atividade de emulsificagdo.

4.7.1 - Atividade de biosurfactante
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A atividade de biosurfactante foi determinada conforme o tipo de
emuls3o formada (dgua em dleo ou Oleo em agua), utilizando-se os caldos de

cultura anteriormente congelados.

As atividades de emulsifica¢do foram determinadas adicionando-se 3,5
mL de caldo de cultura em tubos de ensaio (Pyrex de 13x100 mm ¢ lcm de
didmentro), utilizando-se 2,0 mL de tolueno ou xileno, como substratos-teste.
Para a determinacdo das emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A), efetuou-se
leitura da absorbancia a 610 nm em espectrofotdmetro (Spectronic 20 —
Bausch & Lomb), sem prévia agitacio.A seguir, procedeu-se vigorosa
agitacdo, em agitador automatico (Vortex), por um minuto. Decorrido o
tempo de uma hora, foi realizada uma nova leitura, a 610 nm, para
determinag¢do da densidade optica da solucdo. O calculo para atividade de
emulsificacdo do tipo oleo em dgua pdde ser obtido pela diferenca entre o
valor obtido antes da agita¢io dos tubos, em relacdo ao obtido apos agitacdo.
A variagdo de densidade optica encontrada ¢ definida como atividade de
emulsificacdo ¢ € expressa em unidades de emulsificacdo (U). Uma unidade
de emulsifica¢do corresponde a quantidade de biosurfactante capaz de elevar a
absorbancia do sistema em uma unidade. Apos vinte € quatro horas, a altura
do halo formado na fase oleosa pelas emulsdes do tipo dgua em Oleo (A/O) foi
expressa em centimetros (COOPER e GOLDENBERG, 1987). Os halos foram
classificados de acordo com o tamanho e compactacdo das bolhas, em +1 a +4
(figura 2), sendo que o codigo +4 foi utilizado como referéncia do grau

maximo de compactacio de bothas (JACOBUCCI, 2000).
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+1 +2 +3 +4

Figura 3: Perfil de compactac@o de bolhas nos halos formados na fase oleosa
(JACOBUCCI], 2000).

4.8 — Estudos realizados com as cepas bacterianas selecionadas

As linhagens selecionadas por apresentarem maiores atividades de
emulsificacdo (A 50 e C 50), foram cultivadas a 55°C, por um periodo de dez
dias, com amostras retiradas a cada 24 horas. Foram utilizados frascos tipo
Erlenmeyer de 125 mL, contendo 75 mL do meio de cultura liquido, em pH
final 6,5 e agitagdo de aproximadamente 150 rpm. Através de centrifugacgo,
as células bacterianas foram separadas dos caldos de cultura. A atividade de

biosurfactante foi determinada como descrito no item anterior, e a
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determina¢cdo da massa bacteriana seca, do pH e descoloragio foram

realizadas conforme descrito a seguir.

4.8.1 - Determinacio da massa bacteriana seca e da variacio do pH

do meio de cultivo das cepas bacterianas selecionadas

A massa seca resultante da centrifugagio (aproximadamente 16.000 g,
durante 15 minutos, a 25°C) dos caldos de cultura, foi lavada com &agua
destilada até remoc¢do do excesso de corante, depois seca (utilizando-se placa

de Petri previamente pesada) em estufa até obtencio de peso constante
(KUSHIDA, 2000).

O pH do filtrado foi verificado, para comparacdo com o pH 6,5 inicial.

4.8.2 - Determinacio da descoloracdo dos corantes artificiais pelas

cepas bacterianas selecionadas

A partir do descongelamento dos caldos de cultura, foi efetuada a
analise para verificacio da descoloragio dos corantes artificiais, pela acdo das
bactérias. Para tanto, foram utilizados trés tipos diferentes de amostras como

controle, conforme descrito a seguir:
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1) Meio de cultura liquido, contendo corante e sem inoculo, a um tempo

zero de incubacio;

2) Corante preparado a fresco, em meio de cultura liquido;

3) Solucio de corante artificial diluido em d&gua destilada, sem

esterilizacao.

Através de varredura em espectrofotdmetro, percorrendo-se a regido do
UV - Visivel (entre 200 e 800 nm), foram obtidos os picos maximos €
minimos de absorbdncia para cada corante. A descolora¢io foi observada
conforme a diminui¢fo da absorbincia em cada amostra, nos comprimentos de

onda de maxima (Abs max) e minima (Abs min) absorbancia.

Esta leitura foi efetuada em dois comprimentos de onda, conforme
descrito por GLENN & GOLD (1983). A adsor¢fio e a transformagio do
corante pela acfo de microrganismos s@o responsaveis pela diminui¢io da
intensidade de cor na solug¢fo. Assim sendo, se a razdo entre Abs max/Abs
min permanece constante ou modifica-se muito pouco, isto indica que houve
adsorcdo do corante ao micélio, mas se hd modificaciio na razfio entre abs
max/abs min, significa que o corante estd sendo degradado pela agdo

microbiologica (GLENN & GOLD, 1983).

4.9 - Identificacio das cepas bacterianas selecionadas



Na identificagio das cepas bacterianas de interesse, foram utilizados os

seguintes testes bioquimicos:

- teste de KOH, onde uma gota de hidroxido de potéssio foi aplicada
numa lamina de vidro, sobre um inoculo denso de cultura, para posterior
observacio da lise celular (BUCHANAN et al., 1974). Este teste € auxiliar na
interpretagio da coloragio de Gram. O hidréxido de potassio (KOH) lisa a
parede celular das bactérias Gram -, liberando o material genético, que se
torna viscoso na presenca de KOH. As bactérias Gram + resistem ao

tratamento devido a estrutura da perede celular ( MAC FADDIN, 1980);

- teste de catalase, onde foram adicionadas trés gotas de 4gua oxigenada
3% num tubo de ensaio, contendo inoculo de cultura de 24 horas em 1 mL de
4gua destilada, observando-se logo a seguir a ocorréncia ou ndo de liberagdo
de gas oxigénio (BUCHANAN er al, 1974). Neste teste, a detecglo da
produgdio da enzima catalase pela bactéria ocorre através de observagdo do
desprendimento de bolhas (0,), quando 4gua oxigenada € adicionada a cultura
( MAC FADDIN, 1980);

- teste de oxidase, onde a cultura foi espalhada com uma al¢a de
inoculaciio sobre um disco de papel de filtro, acrescentando-se uma gota de
reagente de oxidase sobre a cultura, visando o surgimento de coloragio azul
escura (positivo) ou nfo (negativo) (BUCHANAN ef al., 1974). Este teste €
utilizado para verificagfo da presenc¢a da enzima citocromo ¢ (oxidase) que, na
presenca de oxigénio atmosférico, oxida o reagente de oxidase (dimetil — p —
fenilenodiamina) de coloragdo azul forte (MAC FADDIN, 1980);
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- teste de coloragdo de esporos, com acréscimo de verde malaquita e
safranina sobre um esfregaco da cultura em ldmina de vidro, para posterior

observagdo ao microscopio 6ptico (BUCHANAN et al., 1974);

- teste TSI (triple sugar iron agar), no qual a cultura foi inoculada por
picada no fundo de um tubo contendo TSI, depois espalhada sobre a base
inclinada do meio ¢ inoculada a temperatura de crescimento da cepa
(BUCHANAN et al., 1974). Este teste visa determinar a habilidade de um
organismo para utilizar um carboidrato especifico, incorporado em um meio
basal de crescimento, com ou sem producio de gas, juntamente com a possivel
producdo de H,S (MAC FADDIN, 1980),

- teste agar citrato, onde a cultura foi inoculada num tubo de ensaio
contendo meio citrato e 1inoculada 2a temperatura de crescimento
(BUCHANAN et al., 1974). E também chamado de teste de citrato de
Stmmons, onde a utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono resulta na

alcalinizagdo do meio (MAC FADDIN, 1980);

- kit API 50 CHB — Bacillus, onde aplicou-se uma solug@o do inoculo
sobre uma cartela de API 50 CH (bioM¢rieux), com posterior incubagdo a
temperatura de crescimento da cepa, efetuando-se leitura (bioMérieux — Mini

APT) apos 24 horas de incubacdo (MAC FADDIN, 1980).

34



5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras de 4 a 9 referem-se a etapa de selecdo, entre as oito cepas
bacterianas em estudo, das que produzem alta atividade de emulsificacio,
onde foram confrontados os seguintes resultados: determinagdo da atividade
de emulsificacdo (figuras 4 e 5); altura dos halos formados pela presenca de
biosurfactante do tipo A/O, expressa em centimetros (figuras 6 € 7); e
classificacdo dos halos formados pela compactacdo das bolhas, variando entre
+1 e +4 (figuras 8 e 9). Nesta primeira etapa, as linhagens A 50 ¢ C 50
mostraram-s¢ melhores produtoras de atividade de biosurfactante que as
demais cepas analisadas. As figuras 10 a 30 referem-se aos estudos realizados
com as cepas bacterianas A 50 e C 50, sendo estes: variagdo do peso seco
(figuras 10 e 1ll); variacdo do pH (figuras 12 e 13); atividades de
emulsificacdo tipo O/A frente ao tolueno ou xileno (figuras 14 a 17); variagdo
de altura de halos, formados frente ao tolueno ou xileno (figuras 18 a 21);
compactagdo de bolhas, obtida sob vigorosa agita¢do em Vortex (figuras 22 a
25); e leitura dos picos de absorgio para os corantes artificials amaranto
(figura 26); new coccine (figura 27); orange G (figura 28); tartrazina (figura
29); e erioglaucine (figura 30).

5.1 - Selecao de microrganismos
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A selegdo das cepas bacterianas produtoras de alta atividade de
emulsifica¢@o foi realizada apos analise dos tipos de emulsdo formadas: O/A
(através de espectrofotometria a 610 nm) ou A/O (altura dos halos e
compactagdo das bolhas formados na fase oleosa). As cepas bacterianas

selecionadas foram A 50 e C 50.

5.1.1 — Determinacio das emulsdes tipo 6leo em agua

Os resultados da formacio de emulsSes do tipo O/A para oito cepas
bacterianas cultivadas a 55 °C em meio contendo corantes sintéticos, frente ao
tolueno (fig. 4) ou xileno (fig. 5), foram confrontados. As cepas A 50 e C 50
mostraram-se melhores produtoras de atividade de emulsificagdio que as
demais linhagens em estudo. KUSHIDA (2000) observou que, a 30°C, a cepa

Bacillus cereus mostra-se excelente produtora de emulsifica¢io do tipo O/A.

Analisando-se a figura 4, observa-se que a cepa A 50 apresentou os
maiores aumentos de absorbancia nos meios contendo os corantes tartrazina
(0,52 U); new coccine (0,40 U); orange G (0,37 U); amaranto (0,31 U) e
erioglaucine (0,29 U). A cepa C 50 apresentou 0,25 U para meio contendo o
corante erioglaucine; 0,20 U para meio contendo tartrazina; 0,19 U para meio
contendo amaranto; 0,15 U para meio contendo orange G ¢ 0,13 U para meio
contendo new coccine. A cepa 7 1 apresentou, para meio de cultura contendo o

corante erioglaucine, aumento de absorbincia de 0,21 U; 0,16 U para meio
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contendo amaranto ¢ 0,14 U para meio de cultura contendo orange G. As

cepas AO 30 e A 30 apresentaram aumento de absorbincia de 0,18 U para

meio de cultura contendo erioglaucine.

Observando-se a figura 5, nota-se que a cepa A 50 apresentou os
aumentos de absorbancia de 0,37 U; 0,35 U; 0,28 U; ¢ 0,27 U para meios de
cultura contendo, respectivamente, os corantes orange (, new coccine,
tartrazina € amaranto. A cepa C 50 apresentou aumentos de absorbéncia de
0,46 U para meio contendo erioglaucine, 0,18 U para meio contendo
amaranto, ¢ 0,16 U para meio contendo orange G. Para meio de cultura
contendo o corante orange G, a cepa 71 apresentou aumento de absorbancia de
0,14 U; e de 0,13 U para meio contendo amaranto. A cepa A 30 apresentou,

para meio de cultura contendo o corante amaranto, aumento de absorbancia de
0,15 U.

U @Amaanto |
B New Coccirg [
- BOange G
S5 B Tartrazina
| WErioglaucine |

Figura 4: Atividades de emulsificago (aumento de absorbancia), frente ao tolueno,

para oito cepas bacterianas, apds crescimento a 55°C, por 10 dias, em meio contendo
corantes.
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Kigura 5: Atividades de emulsificacio (aumento de absorbancia), frente ao xileno,

para oito cepas bacterianas, apds crescimento a 55°C, por 10 dias, em meio contendo
corantes.

5.1.2 — Altura dos halos formados na fase oleosa de emulsdes tipo
A/O

Este teste constituiu na verificagdo da altura (medida em ¢m) dos halos
formados na fase oleosa das emulsdes tipo A/O frente ao tolueno (fig. 6) ou
xileno (fig. 7), apds vigorosa agitagdo das solugdes. As cepas A 50 e C 50
formaram halos maiores que as demais linhagens em estudo, principalmente

frente ao xileno, onde a altura dos halos formados foi superior a 2,5 cm.
Nos meios de cultura liquidos frente ao tolueno (figura 6), a altura dos

halos para A 50 oscilou entre 2,4 cm para os corantes amaranto € erioglaucine

e 2,7 cm para o corante farfrazina, enquanto que para a cepa C 50, os valores

38



ficaram entre 2,4 cm para erioglaucine e 2,6 cm para new coccine ¢ tartrazina.
Ja em meios de cultura liquidos frente ao xileno (figura 7), a altura dos halos
formados pela cepa A 50 variou entre 2,6 cm para new coccine, orange G,
tartrazina € erioglaucine € 2,7 cm para o corante amaranto, € pela cepa C 50
variou entre 2,6 c¢m para new coccine € erioglaucine e 2,7 cm para amaranto,

orange (G € tartrazina.

Figura 6: Atividades de emulsificagfo (altura dos halos), frente ao tolueno, para
oito cepas bacterianas, apds crescimento a 55°C, por 10 dias, em meio contendo corantes.
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Figura 7: Atividades de emulsificagio (altura dos halos), frente ao xileno, para oito
cepas bacterianas, apos crescimento a 55°C, por 10 dias, em meio contendo corantes.

5.1.3 — Compactagio de bolhas formadas na fase oleosa pelas

emulsoes tipo agua em oleo

De acordo com as figuras 8 e 9, observa-se que o grau méaximo de
compactacdo de bolhas (+4) foi obtidol pelas linhagens A 50 e C 50, em todas
as amostras analisadas. Estes resultados entram eni conformidade com os
dados obtidos em 5.1.2 e 5.1.1, onde as linhagens A 50 e C 50 mostraram-se
melhores produtoras de atividade de biosurfactante que as demais linhagens

em estudo.

Os resultados para algumas cepas em estudo mostraram repetibilidade.
Em meios de cultura liquidos contendo tolueno ou xileno (figuras 8 e 9,
respectivamente) como substratos-teste, a cepa B3G apresentou grau de

respectivamente) como substratos-teste, a cepa B3G apresentou grau de
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compactacdo de bolhas (+3) para meios de cultura contendo corantes
amaranto, new coccine ou orange G. A cepa Bacillus cereus apresentou grau
de compactacdo de bolhas (+3) para meio de cultura contendo o corante
erioglaucine. Para meio de cultura frente ao xileno, a cepa AO 30 obteve grau
de compactacdo de bolhas (+3) para meios de cultura contendo os corantes
new coccine, orange (G ou ftartrazina. A cepa A 30 obteve grau de

compactagdo de bolhas (+3) para meios de cultura contendo os corantes new

coccine e tartrazina.

A cepa Planococcus citreus ndo apresentou grau de compactacio de

bolhas em todas as amostras analisadas.

BAmarate |
i m New Coccine |
o BOrarge G
i B Tartrazine
i mErioglaicine

Figura 8: Atividades de emulsificacio (compactacio das bolhas), frente ao tolueno,

para oito cepas bacterianas, ap0s crescimento a 55°C, por 10 dias, em meio contendo
corantes.
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Figura 9: Atividades de emulsificacio (compactagio das bolhas), frente ao xileno,
para oito cepas bacterianas, apds crescimento a 55°C, por 10 dias, em meio contendo
corantes,
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5.2 - Experimentos realizados com as cepas bacterianas

selecionadas

Apds a selecdo das cepas A 50 e C 50 como melhores produtoras de
atividade de emulsificacio, estudos posteriores foram realizados com estas

cepas.

5.2.1 - Variacdo da massa seca das cepas bacterianas selecionadas

A varia¢do da massa seca para as linhagens A 50 e C 50, durante seu
crescimento em meio contendo corantes, pode ser observada através das
figuras 10 e 11, respectivamente. Durante a realizagio dos experimentos,
notou-se que a alta temperatura de incubagio (55 °C) foi propicia para o

crescimento das cepas, o que revela seu carater termo-tolerante.

De acordo com a figura 10, observou-se um aumento na massa seca até
o terceiro dia de incubagdo da cepa A 50, para meios de cultura contendo
contendo os corantes orange G (0,0197 g); erioglaucine (0,0190 g); e
tartrazina (0,156 g). Apés este periodo, houve decréscimo de massa, atingindo
0,0099g para meio contendo orange G; 0,0107 g para meio contendo
erioglaucine; € 0,0101 g para meio contendo fartrazina, no décimo dia de
incubagdo. Para meios de cultura contendo os corantes amaranto ou new

coccine, houve aumento de massa seca da cepa A 50 até o quarto dia de
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mcubagdo, sendo 0,0213 g e 0,0188 g, respectivamente. Seguiu-se um periodo
de declinio até o decimo dia de incubagio, finalizando com 0,0087 g de massa
seca da cepa A 50 para meio de cultura contendo amaranto ¢ 0,0104 g para

meio contendo new coccine.

Conforme figura 11, observa-se que para os meios de cultura contendo
0s corantes new coccine, orange (¢ ou erioglaucine houve aumento de massa
seca da cepa C 50 ate o terceiro dia de incubacgdo (0,0184 g, 0,0213 ge 0,0238
g, respectivamente), seguido de declinio até o décimo dia (0,0095 g para meio
contendo new coccine, 0,0097 g para meio contendo orange G 0,0119 g para
meio contendo erioglaucine). Para 0 meio de cultura contendo o corante
amaranto observou-se crescimento maximo da cepa C 50 no quarto dia de
incubacdo (0,0202 g), decrescendo até o décimo dia (0,0109 g). Para o meio
de cultura contendo o corante tarfrazina, o crescimento da cepa C 50 ocorreu

até o quinto dia (0,0160 g), declinando até o décimo dia de incubagéo (0,0098
g).
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5.2.2 — Variacio do pH para meios contendo corantes artificiais

durante o crescimento das cepas bacterianas selecionadas

As cepas bacterianas selecionadas foram cultivadas em meio com pH
inicial 6,5. Observando-se as figuras 12 ¢ 13, nota-se que os valores de pH
obtidos durante os dez dias de crescimento das cepas A 50 ¢ C 50
mantiveram-se acima do pH inicial do meio, permanecendo em torno da
neutralidade. Este fato pode ter ocorrido porque meios de cultura sob acfo
microbiana permanecem em torno da neutralidade, ou leve acidez, devido a
liberagdo de produtos do metabolismo bacteriano, o que torna o meio
apropriado para melhor desenvolvimento do microrganismo JACOBUCCI
(2000). Outra explicagfo entra em conformidade com o trabalho classico de
KOSARIC et al. (1987), citando que temperatura e pH sfo fatores de grande
importincia na sintese de biosurfactantes, podendo estes fatores variar
grandemente devido as necessidades de cada microrganismo:a modificaco de
pH do meio para niveis que facilitem a atividade de emulsificacio sdo
estratégias utilizadas por microrganismos para aumentar a producio de

biosurfactantes.

Para meio de cultura contendo os corantes amaranto, new coccine,
orange G, tartrazina ou erioglaucine, a cepa A 50 (figura 12) apresentou,
respectivamente, os valores de pH 6,8; 7,1; 7,1; 6,9 e 6,9 no primeiro dia de
crescimento, € respectivamente os valores 7,0; 7,1; 6,9; 7,1 e 7,1 no décimo

dia. A cepa C 50 (figura 13) apresentou, para 0s mesmos corantes, 0S
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respectivos valores de pH 6,9; 7,0; 7.0; 6,8 e 6,7 no primeiro dia de

crescimento, variando para 7,0; 6,9; 6,9; 6,9 e 7,0 no décimo dia.

 Dias deneut

" [BAmaranto BiNew Cocoine BlOrange G E Tanrazina T Erioglaucing {i RS

Figura 12: Variacgo do pH para a linhagem A 50, cultivada em meio contendo
cinco corantes, artificiais e hidrossoluveis.

4§ ..: : . 6" ..
-~ Dias de incubago

[ Amamanic BNew Cocsine BCrange & @ Tarazina 1 Erioglautine

Figura 13: Variagiio do pH para a linhagem C 50, cultivada em meio contendo
cinco corantes, artificiais e hidrossohiveis.
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5.2.3 — Determinac¢io de emulsdes tipo O/A formadas através do
crescimento das cepas bacterianas selecionadas em meio contendo

corantes sintéticos

Atividade de emulsificac@io tipo O/A foi testada para duas linhagens
bacterianas selecionadas, A 50 e C 50, frente ao tolueno ou xileno (fig. 14 a
17).

De uma maneira geral, observou-se um aumento Mr_1a atividade de
emulsificacio nos meios contendo cinco corantes sintéticos, a partir do
segundo dia de crescimento das cepas bacterianas. Esta verificac@o entra em
conformidade com o trabalho classico de ZAJIC e SMITH (1987), que
observaram que grande atividade de emulsificagio foi1 obtida a partir do
segundo dia de crescimento de cepas bacterianas em sisternas onde eram

utilizados tolueno e dgua, com adi¢o de biosurfactante & fase aquosa.

De acordo com a figura 14, o meio de cultura contendo o corante
tartrazina apresentou valores de absorbéincia crescentes até o terceiro dia de
crescimento da cepa A 50 (0,51 U), permanecendo estavel até o décimo dia
(0,53 U). Para 0 meio de cultura contendo o corante orange G, a atividade de
emulsificagdo atingiu o valor maximo no terceiro dia de crescimento da cepa
(0,37 U), permanecendo estavel até o décimo dia de crescimento (0,36 U).
Para meio com acréscimo de erioglaucine, observou-se variacio nos valores
de absorbincia entre 0,18 e 0,28 U do primeiro para o segundo dias de

crescimento, permanecendo estaveis até o décimo dia (0,28 U). Meio de
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cultura contendo o corante new coccine apresentou valor de absorbéncia de
0,41 U no terceiro dia de crescimento, com estabilidade até o décimo dia de
crescimento da cepa (0,38 U). O meio de cultura contendo o corante amaranto
apresentou aumento de absorbancia (0,35 U) até o quinto dia de crescimento

da cepa, com estabilidade até o décimo dia (0,31 U).

Na figura 15 observa-se que meio de cultura contendo o corante
erioglaucine apresentou valor de absorbancia de 0,27 U no quinto dia de
crescimento da cepa C 50, mantendo valores estaveis até o décimo dia (0,25
U). Para meio de cultura contendo o corante amaranto observou-se valores
crescentes de absorbancia durante os dez dias de crescimento da cepa
bacteriana (de 0,10 para 0,21 U). O meio de cultura contendo new coccine
apresentou valor de absorbancia de 0,15 U no segundo dia de crescimento,
mantendo valores estaveis até o décimo dia (0,14 U). O meio de cultura
contendo fartrazina apresentou valor maximo de absorbancia no quarto dia de
crescimento da cepa (0,23 U), mantendo valores estaveis até o décimo dia
(0,21 U). Para meio de cultura contendo orange G foi observado valor de 0,15
U no terceiro dia de crescimento da cepa bacteriana, seguido de estabilidade

até o décimo dia (0,15 U).

Conforme figura 16, para meio de cultura com acréscimo de orange G
observa-se valor maximo de absorbancia de 0,39 U no quinto dia de
crescimento da cepa A 50, que decresce até o décimo dia de incubagdo da
cepa (0,35 U). Para meio contendo new coccine verifica-se valor de 0,34 U no
quarto dia de crescimento da cepa, mantendo estabilidade até o décimo dia de

crescimento da cepa A 50 (0,32 U). O meio de cultura contendo o corante
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erioglaucine apresentou seu valor maximo no quarto dia de crescimento da
cepa (0,09 U), permanecendo estavel até o décimo dia (0,09 U). O meio de
cultura contendo o corante tartrazina apresentou valor de absorbancia de 0,29
U no terceiro dia de crescimento da cepa, mantendo valores estivels até o
décimo dia (0,26 U). O meio de cultura contendo amaranto apresentou valor
de absorbancia de 0,27 U no segundo dia de crescimento da cepa, com

estabilidade até o décimo dia (0,25 U).

Conforme a figura 17, para meio com acréscimo de erioglaucine,
observou-se valor maximo de absorbincia no quarto dia de crescimento da
cepa C 50 (0,45 U), com estabilidade até o décimo dia (0,43 U). Para meio de
cultura com acréscimo de amaranto, verificou-se valor maximo de
absorbancia no quarto dia de crescimento da cepa C 50 (0,20 U), com
estabilidade até o décimo dia (0,20 U). Meios de cultura contendo os corantes
tartrazina, new coccine e orange G, apresentaram valores de absorbancia
estaveis a partir do segundo dia de crescimento da cepa bacteriana (0,04 U;

0,08 U e 0,16U, respectivamente).
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Figura 14: Atividade de emulsificagio (O/A) frente ao tolueno, durante o

crescimento da linhagem A 50, em meio de cultura contendo cinco corantes, artificiais e
hidrossohiveis.

;'.'-:':__E—O—A maranto —#—New Coccing -2

Orange G Tartrazina —¥— Erioglaucine |-

Figura 15: Atividade de emulsificagio (O/A) frente ao tolueno, durante o

crescimento da linhagem C 50, em meio de cultura contendo cinco corantes, artificiais e
hidrossolaveis.
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Figura 16: Atividade de emulsificagio frente ao xileno, em termos de absorbancia,
durante o crescimento da linhagem A 50, em meio de cultura contendo cinco corantes,
artificiais ¢ hidrossoliveis.

L @ —A marario —8— New Coceine & (Orange G -~~~ Tartrazina —¥— Eroglaucine | :

Figura 17: Atividade de emulsificacio frente ao xileno, em termos de absorbéncia,
durante o crescimento da linhagem C 50, em meio de cultura contendo cinco corantes,
artificiais e hidrossoliveis.
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5.2.4 — Altura dos halos formados na fase oleosa dos caldos de

cultura apés crescimento das cepas bacterianas selecionadas

Apos acréscimo de tolueno ou xileno aos caldos de cultura, seguido de
vigorosa agitacio em Vortéx, observou-se formac¢o de bolhas na fase oleosa
de todas as amostras analisadas, devido & presenca de biosurfactante
produzido pelas cepas A 50 e C 50. De acordo com as figuras 18 a 21, a partir
do segundo dia de crescimento da cepas bacterianas A 50 e C 50, a altura dos
halos formados foi igual ou superior a 2,1 c¢m para todas as amostras
analisadas. Observou-se ainda que, a partir do segundo dia de crescimento das
cepas em meio de cultura contendo corantes sintéticos, a altura dos halos foi
sempre superior & altura dos hidrocarbonetos (2 cm) utilizados na constitui¢do

da fase oleosa.

Conforme figura 18, os meios de cultura contendo os corantes
amaranto, new coccine ou erioglaucine apresentaram altura maxima de halos,
respecivamente, no oitavo (2,5 cm), nono (2,6 cm) e quinto (2,5 cm) dias de
crescimento da cepa A 50. Para meio de cultura contendo orange G a altura
maxima de halo (2,5 cm) foi observada no oitavo e deécimo dias de
crescimento da cepa bacteriana. Para meio de cultura contendo fartrazina
observou-se a formacdo de halo com 2,6 cm de altura no quarto, nono ¢

décimo dias de crescimento.

Conforme figura 19, os meios de cultura contendo os corantes rew

coccine ¢ orange G apresentaram altura maxima de halos no sexto dia de
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crescimento da cepa C 50 (2,6 cm e 2,5 cm, respectivamente), Para meio de
cultura contendo fartrazina a altura maxima de halo (2,6 cm) ocorreu no
terceiro e sexto dias de crescimento da cepa bacteriana. O meio de cultura
contendo o corante amaranto apresentou 2,5 cm de altura maxima de halo no
sexto, nono e décimo dias de crescimento da cepa C 50. Para meio de cultura
com acréscimo do corante erioglaucine observou-se formacio de halo com 2,4

cm de altura no sexto e décimo dias de crescimento da cepa bacteriana.

Conforme figura 20, os meios de cultura contendo os corantes new
coccine, tartrazina e erioglaucine apresentaram altura maxima de halos,
respecivamente, no décimo (2,6 cm), quinto (2,5 cm) € quarto (2,7 cm) dias
de crescimento da cepa A 50. Para meio de cultura contendo orange G a altura
maxima de halo (2,6 cm) foi observada no quarto e nono dias de crescimento
da cepa bacteriana. Para meio de cultura contendo amaranto foi formado halo
com 2.5 cm de altura no terceiro, quarto, nono e décimo dias de crescimento

da cepa.

Conforme figura 21, o meio de cultura contendo o corante new coccine
apresentou altura méxima de halo (2,6 cm) no quarto dia de crescimento da
cepa C 50. Para meio de cultura contendo tarfrazina observou-se altura
méxima de halo (2,5 ¢cm) no nono dia de crescimento da cepa bacteriana. Para
meio de cultura contendo o corante amaranto observou-se 2,7 cm de altura
méaxima de halo no oitavo dia de crescimento da cepa. O meio de cultura
contendo o corante orange G apresentou formagdo de halo com 2,6 c¢m de

altura no sexto dia de crescimento da cepa. Meio de cultura contendo o

54



corante erioglaucine apresentou 2,6 cm de altura méaxima de halo no

oitavo e décimo dias de crescimento da cepa bacteriana.

FHWA maranto —#—MNew Coceine —&——0Orange G -~

Figura 18: Atividade de emulsificagfio frente ao tolueno, em termos de altura de
halos, durante o crescimento da linhagem A 50, em meio de cultura contendo cinco
corantes, artificiais e hidrossoluveis,
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Figura 19: Atividade de emulsificacfio frente ao tolueno, em termos de altura de
halos, durante o crescimento da linhagem C50, em meio de cultura contendo cinco
corantes, artificiais e hidrossohiveis.

: [:—0-— Arerargc —#~— New Coccine ~—é— Qrarge G -~ Tartrazing —#—- Erioglaucine ! i

Figura 20: Atividade de emulsificacdo frente ao xileno, em termos de altura de
halos, durante o crescimento da linhagem A 50, em meio de cultura contendo cinco
corantes, artificiais e hidrossohiveis.

56



——Anararts - New Coccing —aé—Orange G~ Tartrazim —#— Eroglakine {1

Figura 21: Atividade de emulsificacio frente ao xileno, em termos de altura de
halos, durante o crescimento da linhagem C 50, em meio de cultura contendo c¢inco
corantes, artificiais e hidrossohiveis.

5.2.5 — Nivel de compactacdo de bolhas formadas na fase oleosa dos

caldos de cultura

No primeiro dia de crescimento das cepas bacterianas A 50 ¢ C 50 em
meio contendo corantes sintéticos, o grau de compactagdo de bolhas obtido
apds vigorosa agitagdo dos caldos de cultura frente ao tolueno (fig. 22 e 23) e
frente ao xileno (fig. 24 e 25) foi (+3) para a maioria das amostras analisadas.
A partir do segundo dia de crescimento das cepas, o nivel maximo de
compactagio de bolhas (+4) foi atingido, permanecendo estivel até o décimo
dia incubagfo das cepas bacterianas, cultivadas em meio contendo corantes

sintéticos (azo ou triarilmetanos).
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Estes dados entram em conformidade com estudos classicos de
KOSARIC ef al (1987), onde foi observado que a maioria dos
microrganismos produtores de biosurfactante necessitam de hidrocarbonetos
como fonte de carbono para a sintese de biosurfactantes, mas existem
excessOes, como € o caso de Bacillus subtilis, que cresce em meios
desprovidos de hidrocarboneto como (mica fonte de carbono, produzindo

surfactina.

| mamarante
é B New Coccire |
EOmge 6

o B Tartrazing
mEricglaxcine |

Figura 22: Atividade de emulsificacio frente ao tolueno, em termos de
compactagio de bolhas, durante o crescimento da linhagem A 50, em meio de cultura
contendo cinco corantes, artificiais e hidrossoliveis.
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Figora 23: Atividade de emulsificacio frente ao tolueno, em termos de
compactagio de bolhas, durante o crescimento da linhagem C 50, em meio de cultura
contendo cinco corantes, artificiais e hidrossolveis,

:t @Amarante :

_f:;-:'g B New Coccine

i

M Lrioglawcine :

Figura 24: Atividade de emulsificagfio frente ao xileno, em termos de compactagdo
de bolhas, durante o crescimento da linhagem A 50, em meio de cultura contendo cinco
corantes, artificiais e hidrossoliveis.
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Figura 25: Atividade de emulsificacio frente ao xileno, em termos de compactagio
de bolhas, durante o crescimento da linhagem C 50, em meio de cultura contendo cinco
corantes, artificiais e hidrossoliveis.

52.6 — Valores de absorbincia obtidos através de leitura

espectrofotométrica dos caldos de cultura

A analise para verificaciio da descoloragio dos caldos de cultura pela
acdio das cepas bacterianas de interesse foi efetuada através de varredura em
espectrofotdmetro em dois comprimentos de ondas (méximo e minimo),

segundo GLENN & GLOD (1983).

Os dados obtidos (fig.26 a 30) sdo a razo entre abs max/min dos caldos
de cultura, obtidas através de espectrofotometria (UV — Visivel), que
apresentam constincia ou pouca modificagiio, o que indica adsor¢io dos

corantes artificiais presentes no meio pelo micélio das cepas bacterianas A 50
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e C 50, em conformidade com o trabalho classico de GLENN & GOLD
(1983), que cita que a taxa de descoloracdo em comprimentos de ondas pré-
selecionados para uma avaliagdo espectrofotométrica do sobrenadante de
culturas microbianas formadas por basidiomicetos (200/800 nm), permitiu a
observagio de significativas mudancas espectrais. No caso de Phanerochaete
chrysosporium, observou-se que a adsor¢do do corante ao micélio do fungo €
a responsavel pela aparente descoloragdo ocorrida, e esta pode ser observada
quando ocorrem grandes mudancas na razdio de absorbancia entre dois
comprimentos de ondas escolhidos. O decréscimo proporcional dos valores de
absorbincia indica a adsor¢do, que também pode ser evidenciada pela
inspecdo da massa micelial: as células que adsorvem corantes tornam-se
densamente coloridas, enquanto que as que causam degradagdo dos corantes

permanecem com sua coloragio natural inicial.

De acordo com a figura 26, percebe-se decréscimo nos valores de
atividade de emulsificacfo, para o caldo de cultura inoculado com a cepa C
50, a partir do terceiro dia de incubaggo (10,069) até o décimo dia (7,781). O
caldo de cultura inoculado com a cepa A 50 apresentou valores decrescentes
de atividades de emulsificacio do primeiro dia de incubagfo (9,019) em

relacdo ao décimo dia (7,552).

Observando-se a figura 27, verifica-se decréscimo nos valores de
atividade de emulsificagfio entre o primeiro e o décimo dia de incubagéo do
caldo de cultura inoculado com a cepa C 50 (de 8,186 para 6,445). Para o

caldo de cultura inoculado com a cepa A 50, houve diminuig8o de valores de
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atividade de emulsifica¢io do primeiro (7,821) ao décimo dia (5,736) de

incubagio.

Conforme vé-se na figura 28, houve aumento nos valores de atividade
de emulsificagiio apresentados pelo caldo de cultura inoculado com a cepa C
50 do primeiro dia de crescimento (1,153) ao quarto dia (1,464), decrescendo
para 1,346 no décimo dia. O caldo de cultura inoculado com a cepa A 50
apresentou decréscimo nos valores de atividade de emulsificagdo do primeiro

ao décimo dias de incubacio (de 1,514 para 1,256).

A figura 29 mostra decréscimo de valores de atividade de emulsificagdo
do primeiro (1,516) ao décimo dias (1,163) de crescimento do caldo de cultura
inoculado com a cepa C 50. O caldo de cultura inoculado com a cepa A 50
apresentou decréscimo nos valores de absorbancia do primeiro (1,540) ao

décimo (1,279) dias de incubagdo da cepa.

Através da figura 30 observa-se diminui¢io dos valores de atividade de
emulsificacfio para o caldo de cultura inoculado com a cepa C 50 do primeiro
ao décimo dias de incubacfio (8,767 a 6,667). O caldo de cultura inoculado
com a cepa A 50, apresentou decréscimo nos valores de atividade de
emulsificaciio do primeiro (13,333) ao décimo (6,575) dias de crescimento da

cepa.
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Figura 26: Determinagdo da absorbéncia através dos comprimentos de ondas
maximo e minimo (524/590 nm) para o corante amaranto, artificial e hidrossoliivel, sob
aglo das cepas bacterianas A 50 e C 50.

Figura 27: Determinagiio da absorbancia através dos comprimentos de ondas
méximo e minimo (506/570 nm) para o corante new coccine, artificial e hidrossohivel, sob
acgéo das cepas bacterianas A 50 e C 50.
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Figura 28: Determinacdo da absorbincia através dos comprimentos de ondas
méximo e minimo (476/510 nm) para o corante orange G, artificial e hidrossoltivel, sob
acdo das cepas bacterianas A 50 e C 50.

Figura 29: Determinagfo da absorbancia através dos comprimentos de ondas
maximo e minimo (430/480 nm) para o corante fartrazina, artificial e hidrossolavel, sob
acdo das cepas bacterianas A 50 e C 50.
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Figura 30: Determinagfio da absorbéncia através dos comprimentos de ondas
maximo e minimo (620/680 nm) para o corante erioglaucine, artificial e hidrossolavel, sob
acdo das cepas bacterianas A 50 e C 50.
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A comparagio dos dados obtidos através de testes bioquimicos,
apresentados na tabela 1, e sob consulta ao Bergey’s Manual, fonte utilizada

para obtengo dos proprios testes, mostra grande incongruéncia de resultados.

Tabela 1: Testes bioguimicos para identificagdo da cepa bacteriana A 50.

Testes bioquimicos A S0
KOH Gram + (KOH negativo)
Catalase Catalase negativo
Oxidase Oxidase positivo
Esporulacéo Sim
TSI Base alcalina (vermelha)/Apice alcalino
Agar Citrato Negativo
OF aberto Negativo
OF fechado Negativo

Fonte: Testes bioquimicos obtidos através de BUCHANAN et al. (1974).
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De acordo com a tabela de identificagio para Kit API 50 CHB, a cepa C
50 apresentou 84,6% de certeza na identificag3o da linhagem Bacillus subtilis.

Em trabalho anterior (NEVES, 2002), o Kit API 50 CHB foi utilizado
para identificar dois tipos de linhagens bacterianas, Bacillus cereus € Bacillus

sphaericus.

Tabela 2: Resultados obtidos através do Kit API 50 CHB - Bacillus, para linhagem C 50.

Actcares Leitnra Aclicares Leitura
(mudanca de (mudanca de
coloracéo) coloraciio)
24 h 24h
0 — Controle - 25 — Esculina +
1 — Glicerol + 26 — Salicina +
2 — Eritrol - 27 — Celobiose +
3 - D — arabmose - 28 — Maltose +
4 — 1. — arabinose + 29 — Lactose -
5 —Ribose + 30 — Melobiose +
6 — D —xilose + 31 - Sacarose +
7 - L —xilose - 32 ~ Trealose +
& — Adonito - 33 — Inulina -
9 — 8 Metil-D-xilosidase - 34 - Melizitose +
10 — Galactose - 35 —Rafinose +
11 — Glicose + 36 —~ Amido +
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Tabela 2: continuagio.

12 -~ Frutose 37 - Glicogénio
13 — Manose 38 — Xilitol
14 — Sorbose 39 — Gentiobiose

15 — Ramnose

40 — D-Turanose

16 — Dulcitol

41 — D-Lixose

17 — Inositol 42 — D-Tagatose
18 — Manitol 43 - D-Fucose
19 — Sorbitol 44 —1-Fucose

20 — a-Metil-D-manosidase

45 — D-Arabitol

21 - a-Metil-D-glicosidase

46 — 1-Rabitol

22 — N Acetil glucosamida

47 — Gluconato

23 — Amigdalina

48 2 Ceto-gluconato

24 — Arbutina

49 — 5 Ceto-gluconato
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6 — CONCLUSAO

Através deste trabalho foi possivel observar qual o melhor
comportamento entre oito cepas bacterianas (B 3 G, AO 30, A 30, Bacillus
cereus, Planococcus citreus, 7 1, C 50 ¢ A 50), em relagdo & producdo de
biosurfactantes, quando inoculadas em um meio de crescimento liquido, rico
em sais, e com a adi¢fio de cinco tipos de corantes, artificiais e hidrossoluveis,
amaranto, new coccine, organge G, tartrazina {corantes azo), e erioglaucine
(triarilmetano). Através dos resultados obtidos, concluiu-se que as cepas A 50
e C 50 sdo produtoras de biosurfactante com maior atividade de emulsificagdo
(tipo 4gua em 6leo e Oleo em Agua) que as demais cepas investigadas neste

trabalho.

Com base nisto, analises posteriores foram realizadas. Afravés destas,
rnonitordu-—se a atividade de biosurfactante a cada 24 horas de incubagdo das
cepas selecionadas, bem como a capacidade de descoloragio dos corantes
artificiais. Com base no decréscimo proporcional dos valores de absorbincia,
ocorrido para as cepas A 50 e C 50, ¢ leve coloragio apresentada pelas
mesmas apds incubagio a 55°C e sob agitagdo a 150 rpm, durante dez dias,
conclui-se que os corantes artificiais amaranto, new coccine, orange G,
tartrazina ¢ erioglaucine, contidos nos meios de cultura liquidos nos quais as

cepas foram inoculadas, ficaram adsorvidos em suas estruturas celulares.
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A identificacgio da cepa bacteriana C 50 foi realizada de acordo com os
resultados obtidos através do Kit API 50 CHB — Bacillus, indicando 84,6% de

certeza em sua identificaco como sendo Bacillus subtillis.
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Apéndice 4: Variagdio da massa seca durante o crescimento da linhagem A 50
em meio de cultura, contendo cinco corantes, artificiais e hidrossoliveis.

Dias Massa Seca (g)
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 0,0123 0,0124 0,013 0,0127 0,0127
2 0,0167 0,0161 0,0185 0,015 0,0176
3 0,0207 0,0179 0,0197 0,0156 0,019
4 0,0213 0,0188 0,016 0,01483 0,0182
5 0,0184 0,0172 0.0155 0,0143 0,0179
6 0,0156 0,0153 0,0146 0,0136 0,0164
7 0,0147 0,0148 0,0131 0,0133 0,014
8 0,0137 0,0131 0,0126 0,0129 0,0134
9 0,0114 0,0109 0,0107 0,011 0,0115
10 0,0087 0,0104 0,0099 0,0101 0,0107

Apéndice 5: Variagdo do massa seca durante o crescimento da linhagem C 350
em meio de cultura, contendo cinco corantes, artificiais e hidrossoliveis.

Dias Massa Seca (g)
Amaranto | New Coccine | Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 0,0124 0,0171 0,017 0,0133 0,0183
2 0,0159 0,0174 0,0186 0,0141 0,0222
3 0,0202 0,0184 0,0213 0,0153 0,0238
4 0,0202 0,0179 0,0193 0,0154 0,0229
5 0,0185 0,0166 0,0175 0,016 0,0227
6 0,0179 0,0154 0,0164 0,0156 0,0219
7 0,0156 0,0131 0,0135 0,0135 0,0216
8 0,0143 0,0118 0,0118 0,0124 0,0206
9 0,0128 0,011 0,0103 0,0109 0,0147
10 0,0109 0,0095 0,0097 0,0098 0,0119
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Apéndice 6: Atividade de emulsificagio frente ao tolueno (absorbéncia)
durante o crescimento da linhagem A 50 em meio de cultura contendo cinco
corantes.

Dias Absorbincia
Amaranto New Coccine QOrange G Tartrazina | Erioglaucine
1 0,27 0,32 0,34 0,40 0,18
2 0,30 0,40 0,35 0,46 0,28
3 0,32 0,41 0,37 0,51 0,28
4 0,31 0,39 0,35 0,49 0,29
5 0,35 0,38 0,35 0,50 0,28
6 0,27 0,38 0,34 0,50 0,29
7 0,32 0,40 0,36 0,51 0,28
8 0,32 0,41 0,35 0,53 0,28
9 0,33 0,39 0,36 0,52 0,29
10 0,31 0,38 0,36 0,53 0,28

Apéndice 7: Atividade de emulsificacio frente ao tolueno (absorbéncia)
durante o crescimento da linhagem C 50 em meio de cultura contendo cinco
corantes.

Dias Absorbincia
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 0,10 0,09 0,07 0,11 0,17
2 0,17 0,15 0,13 0,17 0,26
3 0,19 0,14 0,15 0,20 0,26
4 0,18 0,13 0,15 0,23 0,25
5 0,16 0,15 0,14 0,21 0,27
6 0,20 0,14 0,13 0,22 0,26
7 0,21 0,13 0,15 0,20 0,26
8 0,18 0,14 0,13 0,21 0,26
9 0,18 0,14 0,13 0,23 0,27
10 0,21 0,14 0,15 0,21 0,25
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Apéndice 8: Atividade de emulsificaciio frente ao xileno (absorbancia)
durante o crescimento da linhagem A 50 em meio de cultura contendo cinco

corantes.
Dias Absorbincia
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine

1 0,18 0,26 0,31 0,20 0,04
2 0,27 0,32 0,36 0,25 0,07
3 0,26 0,30 0,36 0,29 0,06
4 0,25 0,34 0,34 0,28 0,09
5 0,26 0,31 0,39 0,28 0,07
6 0,27 0,31 0,37 0,26 0,09
7 0,25 0,30 0,38 0,27 0,09
8 0,25 0,32 0,36 0,28 0,09
9 0,24 0,33 0,37 0,26 0,09
10 0,25 0,32 0,35 0,26 0,09

Apéndice 9: Atividade de emulsificagio frente ao xileno (absorbancia)
durante o crescimento da linhagem C 50 em meio de cultura contendo cinco

corantes.
Dias Absorbancia
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 0,09 0,02 0,11 0,01 0,35
2 0,16 0,08 0,16 0,04 0,42
3 0,18 0,08 0,18 0,05 0,42
4 0,20 0,06 0,15 0,03 0,45
5 0,17 0,09 0,18 0,05 0,41
6 0,20 0,08 0,16 0,06 0,44
7 0,21 0,05 0,19 0,05 0,40
8 0,19 0,08 0,16 0,05 0,42
9 0,20 0,07 0,18 0,04 0,41
10 0,20 0,08 0,17 0,04 0,43
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Apéndice 10: Atividade de emulsificagdo frente a0 tolueno (altura de halos)
durante o crescimento da linhagem A 50 em meio de cultura contendo cinco

corantes.
Dias Altura de Halos
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina Erioglaucine
1 1,9 1,7 1,9 1,8 1,9
2 2.2 2,1 2,3 2,3 2,3
3 2,3 2.5 2,2 2,5 2.4
4 2,3 2,4 2.4 2,6 2,2
5 2,4 2,2 . 2,3 2,4 2,5
6 2,3 2,3 23 2,3 2,1
7 2,1 24 2,4 2,5 2,3
8 2,5 2,5 2,5 2,4 2,3
9 2,4 2,6 2,4 2,6 2,3
10 2.3 2,4 2,5 2,6 2.4

Apéndice 11: Atividade de emulsificagio frente ao tolueno (altura de halos)
durante o crescimento da linhagem C 50 em meio de cultura contendo cinco

corantes.
Dias Altura de Halos
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 1,8 2,0 1,9 1,9 1,7
2 2,3 2,4 2,2 2,4 2,3
3 2,1 2,5 2,4 2,6 2,2
4 2,4 2.3 2,2 23 2,3
5 2,2 2,5 2,3 2,5 2,1
6 2,5 2,6 2,5 2,6 2,4
7 2,4 2,4 2,3 2,4 2,2
8 2,3 2.3 2,2 2,3 2,3
9 2,5 2,5 2,3 2,4 2,2
10 2,5 2,4 2.4 2,5 2,4
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Apéndice 12: Atividade de emulsificagfo frente ao xileno (altura de halos)
durante o crescimento da linhagem A 50 em meio de cultura contendo cinco
corantes.

Dias Altura de Halos
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 1,9 1,8 1,8 1,7 1,8
2 2,4 2,4 2,2 2,3 2,3
3 2,5 2,3 2.3 2,1 2,5
4 2,5 2,1 2,6 2,2 2,7
5 2,4 2,5 2,5 2,5 2,5
6 2,2 2,3 2,2 2,3 2.3
7 2,4 2,4 2,4 2,2 2,3
8 2,3 2.2 2.4 2,3 2,4
9 2,5 2.4 2,6 2.4 2,6
10 2,5 2,6 2,4 2.4 2,6

Apéndice 13: Atividade de emulsificagfo frente ao xileno (altura de halos)
durante o crescimento da linhagem C 50 em meio de cultura contendo cinco
corantes.

Dias Altura de Halos
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 1,7 1,9 1,8 1,8 1,8
2 2,4 2,3 2,2 2,1 2,3
3 2,5 23 2,5 2.4 2,3
4 2,5 2,6 2,5 2.4 2,5
5 2,2 2,5 2,5 2,3 2.4
6 2,6 2,4 2,6 2,2 2.4
7 2,6 2,5 2,4 2,4 2,4
8 2,7 2.4 2,5 2,3 2,6
9 2,4 2,4 2,5 2,5 2,5
10 2,6 2,5 2,5 2,4 2,6
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Apéndice 14: Atividade de emulsificagéo frente ao tolueno (compactacgo de
bolhas) durante o crescimento da linhagem A 50 em meio de cultura contendo
cinco corantes.

Dias Compactacio de Bolhas
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 +3 +3 +3 +3 +3
2 +4 +4 +4 +4 +4
3 +4 +4 +4 +4 +4
4 +4 +4 +4 +4 +4
5 +4 +4 +4 +4 +4
6 +4 +4 +4 +4 +4
7 +4 +4 +4 +4 +4
g +4 +4 +4 +4 +4
9 +4 +4 +4 +4 +4
10 +4 +4 +4 +4 +4

Apéndice 15: Atividade de emulsificagfo frente ao tolueno (compactagio de
bolhas) durante o crescimento da linhagem C 50 em meio de cultura contendo
cinco corantes.

Dias Compactacio de Bolhas
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 +3 +4 +3 +3 +3
2 +4 +4 +4 +4 +4
3 +4 +4 +4 +4 +4
4 +4 +4 +4 +4 +4
5 +4 +4 +4 +4 +4
6 +4 +4 +4 ¥4 +4
7 +4 +4 +4 +4 +4
8 +4 +4 +4 +4 +4
9 +4 +4 +4 +4 +4
10 +4 +4 +4 +4 +4
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Apéndice 16: Atividade de emulsificacdo frente ao xileno (compactagido de
bolhas) durante o crescimento da linhagem A 50 em meio de cultura contendo
cinco corantes.

Dias Compactaciio de Bolhas
Amaranto New Coccine Orange G Tartrazina Erioglaucine
1 +3 +3 +3 +3 +3
2 +4 +4 +4 +4 +4
3 +4 +4 +4 +4 +4
4 +4 +4 +4 +4 +4
5 +4 +4 +4 +4 +4
6 +4 +4 +4 +4 +4
7 +4 +4 +4 +4 +4
8 +4 +4 +4 +4 +4
9 +4 +4 +4 +4 +4
10 +4 +4 +4 +4 +4

Apéndice 17: Atividade de emulsificagfio frente ao xileno (compactagio de
bolhas) durante o crescimento da linhagem C 50 em meio de cultura contendo
cinco corantes.

Dias Compactacio de Bolhas
Amaranto | New Coccine Orange G Tartrazina | Erioglaucine
1 +3 +4 +3 +3 +3
2 +4 +4 +4 +4 +4
3 +4 +4 +4 +4 +4
4 +4 4 +4 +4 +4
5 +4 +4 +4 +4 +4
6 +4 +4 +4 +4 +4
7 +4 +4 +4 +4 +4
8 +4 +4 +4 +4 +4
9 +4 +4 +4 +4 +4
10 +4 +4 +4 +4 +4
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