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Levedura Pichia kudriavzevii SD5
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do corante Preto Reativo 5
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RESUMO

As leveduras vém apresentando bons resultados na biodegradacao de
corantes, tornando-se uma alternativa ambientalmente segura e de custo
mais baixo para o tratamento de efluentes contendo corantes industriais.
Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a descoloracao do azo corante
Preto Reativo 5 (PR5) pela levedura Pichia kudriavzevii SD5. Para otimizacao
dos parametros de descoloracdo do Preto Reativo 5 foram realizados dois
planejamentos experimentais do tipo Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 23 sendo cada planejamento composto por 17 ensaios,
a 150 rpm durante 24 h. As varidveis estudadas foram pH, temperatura
e concentracdo do corante e tiveram como resposta a porcentagem
de descoloracao. Também foram realizados testes de toxicidade do
sobrenadante apos 16 h e 24 h de cultivo, utilizando-se sementes de alface
(Lactuca sativa) e o microcrustaceo Artemia salina. Os resultados mostraram
que a P, kudriavzevii SD5 é uma levedura tolerante a varios tipos de estresse,
uma vez que apresentou capacidade de degradar elevadas concentracoes
do corante PR5 a 45° C. Entretanto, apenas a temperatura apresentou
influéncia estatisticamente significativa (p < 005) na descoloracdo do PR5.
Os bioensaios de toxicidade demonstraram que ocorreu diminuicao da
toxicidade apos 24 h de cultivo, e o perfil de absorbancia do sobrenadante
apontou para um mecanismo degradativo de descoloracao.
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ABSTRACT

Yeasts have been showing good results in the biodegradation of industrial
dyes, becoming an environmentally safe and cost-effective alternative for
the treatment of effluents containing industrial dyes. Thus, the objective
of this work was to study the discoloration of the Reactive Black 5 (RB5)
azo dye by the yeast Pichia kudriavzevii SD5. Two experimental designs
were employed to optimize the discoloration parameters by means of
Central Composite Design (CCD) 23, totalizing 17 trials each, at 150 rpm
for 24 h. The studied independent variables were pH, temperature, and
concentration of the dye and the outcome parameter was the rate of
decolorization (%). Furthermore, the toxicity bioassays of the supernatant
after 16 and 24 h of the culture were carried out using lettuce seeds (Lactuca
sativa) and the microcrustacean Artemia salina. Results showed that
P, kudriavzevii SD5 is a multi-stress tolerant yeast, being capable to degrade
high concentrations of RB5 at 45° C. However, only the temperature
showed statistical significance (p < 005) for dye discoloration. Toxicity
bicassays demonstrated that toxicity decreased after 24 h of culture
and the absorbance profile of the supernatant pointed to a degradative
mechanism of discoloration.

Keywords: fungi; azo dyes; biotoxicity.

INTRODUCAO

Os corantes sdo substincias coloridas que, quando aplicadas a fibras,
produzem coloragdo permanente capaz de resistir a exposi¢do a agen-
tes quimicos e fisicos e que tém diversas aplicagdes na industria de
cosmeéticos, alimentos, plasticos e téxtil. No entanto, o descarte desses
efluentes pelas industrias resulta na contaminagao de mananciais, visto

que a maioria dos corantes sintéticos apresenta baixa degradabilidade,
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sdo xenobiontes e recalcitrantes, além de mutagénicos e carcinogéni-
cos (SARATALE et al., 2011; PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES,
2013; EL-RAHIM et al., 2017). Entre esses corantes, o Preto Reativo 5
¢é muito utilizado na industria téxtil para o tingimento de 13, fibras sin-
téticas e algodao, em fungdo de sua aplicagdo simples e de elevada fixa-
¢do (KHAN; BHAWANA; FULEKAR, 2013; VENTURA-CAMARGO;
MARIN-MORALES, 2013).
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Os métodos quimicos e fisicos continuam sendo os principais pro-
cedimentos usados no tratamento de efluentes téxteis, mas, apesar de
eficientes, sdo dispendiosos e muitas vezes resultam na produ¢io de
poluentes secundarios (EL-RAHIM et al., 2017). O tratamento micro-
biano, por sua vez, é uma alternativa promissora e de baixo custo, além
de apresentar versatilidade, adaptabilidade e ser ambientalmente mais
seguro (TAN et al., 2014; MAHMOUD, 2016).

O uso de leveduras no tratamento de dguas contaminadas com
corantes tem despertado a atengéo, sobretudo nas ultimas duas déca-
das, em virtude do baixo custo de produgido, de remogdo de altas
concentra¢des do corante e de facil adaptacao (JAFARI; KASRA-
KERMANSHAHI; SOUDI, 2013; YANG; ZHENG, 2014; TAN et al.,
2013; TAN et al., 2016). Além disso, as leveduras apresentam signifi-
cante vantagem em relagdo as bactérias e aos fungos filamentosos, por
apresentarem rapido crescimento, como as bactérias, e elevada tole-
rincia a condi¢des adversas, como os fungos filamentosos, de maneira
especifica tolerancia a ampla faixa de pH, a temperaturas elevadas e a
substancias toxicas (DAS; CHARUNMATHI, 2012).

Estudos de degrada¢do de corantes com as leveduras Pichia sp.,
Candida sp. e Magnisiomyces sp. tém demonstrado que esses micror-
ganismos apresentam habilidade ndo somente para degradagio, mas,
até mesmo, mineralizacdo de corantes (JAFARI; SOUDI; KASRA-
KERMANSHAH, 2014; PAJOT; MARTORELL; FIGUEROA, 2014; TAN
et al., 2016). Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar o processo
de descoloragio do corante diazo Preto Reativo 5 (PR5), utilizando a
levedura Pichia kudriavzevii SD5 por Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), bem como verificar a toxicidade dos metabdlitos

formados apds esse processo.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

Pichia kudriavzevii SD5 é uma levedura que faz parte do acervo de
culturas do Laboratdrio de Bioquimica da Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia (UFRB) e que foi isolada do molusco bivalve
sururu-do-mangue (Mytella guianensis) no Rio Subaé, na regido do

Recdncavo Baiano.

Ensaio de otimizacao da

descoloracao do corante PR5 utilizando
Delineamento Composto Central Rotacional

Para os ensaios de descoloracéo foi utilizado o meio normal de desco-
loragdo (MND), contendo (g L*): extrato de levedura 2,5; KH,PO,5,0;
MgS0,0,5; CaCl2 0,13 e glicose 20 (RAMALHO et al., 2004; MARTORELL
et al., 2012). Para a realizacio do processo de descoloragio a levedura

P, kudriavzevii SD5 foi primeiramente repicada em meio sélido GYMP

362

e incubada a 40° C por 48 h, para obtengao de células jovens. Em fras-
cos de Erlenmeyer de 125 mL, foi colocado 30 mL de meio MND e
adicionado o corante de acordo com o planejamento fatorial. Os fras-
cos foram inoculados com 1% de uma suspensao celular em solugédo
salina 0,85% com D.O. de 0,8 (correspondente a 2,4 x 108 UFC.mL",

na escala de MacFarland) na absorbancia de 600 nm.

Ensaio de otimizacao
Para os ensaios de descoloragdo, foram realizados dois planejamen-
tos fatoriais completos 2°, de acordo com a matriz do DCCR, com
14 ensaios mais 3 pontos centrais, totalizando 17 ensaios cada pla-
nejamento durante 24 h (RODRIGUES; IEMMA, 2009). Em ambos
os planejamentos, as variaveis estudadas foram pH (X ), temperatura
(X,) e concentragio do corante (X,). No primeiro DCCR, as faixas
estudadas foram: pH de 2 a 6, temperatura de 37 a 53°C e concentra-
¢ao do corante de 80 a 420 mg.L"' . No segundo DCCR, as faixas estu-
das foram: pH de 4 a 8, temperatura de 40 a 50°C e concentragdo do
corante de 350 a 1.000 mg.L .

Para o célculo da percentagem da descoloracio, foi usada a seguinte

formula (Equagéo 1):

(A-B)
Descoloragdo = a *100 (1)

Em que:

A = absorbancia do meio contendo corante (nio inoculado);

B = absorbéncia residual do meio.

A leitura da absorbancia do PR5 foi realizada no comprimento de

onda de 595 nm.

Parametros cinéticos da descoloracao

do PR5 por Pichia kudriavzevii SD5

Para andlise do perfil cinético de P, kudriavzevii SD5, foram realizados
ensaios com diferentes tempos de incubagio (0, 8, 12, 16, 20 e 24 h),
em triplicata, utilizando-se frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo
30 mL do meio de cultivo, na condi¢do de 45°C, pH 6 e na concentragao
de 650 mg/mL do corante PR5. Cada amostra foi centrifugada a 5.000
rpm, por 30 min, a 4°C, para separa¢ao do sobrenadante da biomassa.
O sobrenadante foi utilizado para determinagdo da porcentagem de
descoloragio de proteinas soltiveis (BRADFORD, 1976), de agtcares
redutores totais (MILLER, 1959), de pH e para os ensaios de toxicidade;

a biomassa foi utilizada para a determinagdo do crescimento celular.

Crescimento celular

Ap6s as fermentagdes, a biomassa foi separada do sobrenadante por
centrifugacao a 5.000 rpm, por 30 min, a 4°C. Depois de separar o
sobrenadante, a biomassa foi ressuspensa em agua destilada para

lavagem das células e centrifugada novamente. A dgua da lavagem foi
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descartada, e a biomassa foi ressuspensa, mais uma vez, em dgua des-
tilada, para realizacdo da leitura da densidade 6ptica a 600 nm. O cres-
cimento celular foi expresso em g L e calculado utilizando-se a curva

padrao da massa seca x densidade 6ptica.

Analise do desaparecimento do

corante PR5 por espectrofotometria UV/visivel

O sobrenadante dos cultivos dos tempos de 0, 8, 12, 16, 20 e 24 h foram
submetidos a uma varredura em espectrofotometro UV/Visivel na faixa
de comprimentos de onda de 400 a 800 nm, para analisar o desapare-

cimento do corante ao longo do tempo.
Ensaios de toxicidade

Ensaios de fitotoxicidade com

sementes de alface (Lactuca sativa)

Os ensaios da fitotoxicidade foram realizados com o sobrenadante obtido
dos cultivos apds 16 h e 24 h de descoloragdo, na condigdo de 650 mg.L",
pH 6 e a 45°C. Foi utilizado o método de Sobrero e Ronco (2008) com
sementes de alface (L. sativa, variedade Lettuce Monica SF 31, safra 2014).
Discos de papel de germinagdo foram colocados em placas de Petri e
saturados com 2 mL do sobrenadante em diferentes diluicoes (6, 12, 25,
50 e 100%), em triplicata. Em cada placa foram depositadas 20 sementes
de alface, as placas foram lacradas com filme pléstico, acondicionadas
em sacos plasticos para evitar a perda de umidade e incubadas durantes
5 dias a 22 £ 2°C, no escuro. O resultado foi comparado com a resposta
observada nos controles contendo agua destilada (controle positivo)
e corante PR5 (controle negativo), nas mesmas dilui¢oes. Terminado
o periodo de exposigdo, a germinagao relativa (GR%), o crescimento
relativo das radiculas (CRR%) e o indice de germinagao (IG%) foram
calculados pelas equagdes 2, 3 e 4 (TAM; TIQUIA, 1994).

Niimero de sementes germinadas no extrato
x100  (2)

GR(%)=— :
Nimero de sementes germinadas no controle

Média de crescimento das radiculas no extrato
x100 (3)

CRR(%)=
( 0) Média de crescimento das radiculas no controle

_ CRRxGR
100

IG (4)
Ensaios de toxicidade com

larvas de artemia (Artemia salina)

Os testes de toxicidade foram realizados usando-se nauplios do micro-
crustaceo Artemia salina com o sobrenadante obtido dos cultivos ap6s
16 e 24 h, nas mesmas condigdes ja descritas. As amostras do sobrena-
dante, bem como do corante PR5 (controle negativo), foram diluidas

com solugio aquosa de sal marinho (30 g.L!), em frasco incolor de
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10 mL, obtendo-se diferentes dilui¢des (17, 33, 67 e 83%), perfazendo
um volume total de 5 mL, sendo o volume méaximo da amostra 1,5 mL
(MCLAUGHLIN; ROGERS; ANDERSON, 1998). Como controle posi-
tivo, foi utilizado somente solucio de sal marinho. Em cada frasco foram
usados 10 nauplios de A. salina, que foram incubados durante 24 h na
presenga de luz e em temperatura ambiente (25-30°C). Em seguida,
foi realizada a contagem do nimero de nduplios sobreviventes, para
determinar a concentragao letal (CL, ), que é a concentragdo em que
ocorre a mortalidade de 50% dos individuos. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Para andlise dos resultados, a CL, foi calcu-

lada usando-se o método Trimmed Spearman-Karber.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de descolora¢ao do PR5 no primeiro DCCR 2° pela leve-
dura P, kudriavzevii SD5 atingiu quase 100% nas concentragdes do
corante na faixa de 80 a 420 mg.L, no intervalo de pH de 3 a 6 e em
temperaturas de 37 a 45°C (Tabela 1).

As variaveis estatisticamente significativas foram o pH, em seu termo
quadrdtico, e a temperatura, nos termos linear e quadratico (p < 0,05),
com porcentagem de variagdo explicada (R”) de 0,81 e com F_, (27,85)
superior ao F  (3,41). O aumento do pH do meio de cultivo elevou a
porcentagem de descoloragio; por sua vez, o aumento da temperatura
(acima de 45 °C) provocou a diminuigdo da porcentagem de descoloragao.
Na faixa de pH entre 4 e 7, temperatura entre 40 e 45°C e concentragdo
do corante de 350 até 850 mg.L ! ocorreram as porcentagens mais eleva-
das de descoloragio, acima de 90%. Na concentragio de 1.000 mg.L, a
porcentagem de descoloragao decresceu para 60% (Tabela 2).

Em alguns ensaios foi observada cor marrom-acastanhada, sobre-
tudo nas concentragdes iguais ou maiores a 650 mg.L . Isso acontece
em razao da mineralizagdo parcial do PR5, que faz com que a forma
oxidada de alguns de seus metabdlitos apresente cor, embora ndo haja
trao presente do corante (LIBRA et al., 2004). Segundo Hao, Kim e
Chiang (2000), o reaparecimento de cor em ensaios de descoloragdo
muitas vezes ocorre pela modificagdo que a biomassa produz na molé-
cula do corante que, a depender do arranjo formado, produz grupos
cromoforos coloridos, além de aminas que, ao serem hidrolisadas de
modo parcial, podem egopolimerizar, formando compostos biologi-
camente recalcitrantes e coloridos. Ainda assim, esses resultados mos-
tram o grande potencial da levedura P. kudriavzevii SD5 em clivar e
suportar elevadas concentragdes do corante PR5.

Das trés variaveis testadas no segundo DCCR, a unica que apre-
sentou efeito estatisticamente significativo, ao nivel de 5% de proba-
bilidade, foi a temperatura, tanto em seu termo linear quanto quadra-
tico (Figura 1 e Tabelas 2 e 3). Além disso, o aumento da temperatura
acima de 45°C provocou a queda da porcentagem de descoloragao. A

andlise de varidncia indicou porcentagem de variagao explicada (R?) de
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0,83 eF_ de 34,53, superiorao T

b (3,74), mostrando que esse modelo

¢é adequado para avaliar a descoloraciao do corante PR5 pela equagédo
gerada pelo modelo reparametrizado, ou seja, modelo em que sdo uti-

lizados apenas os valores significativos (Equagio 5):

Y =79,87 —39,45x, —16,94x; (5)

Temperaturas elevadas sao um dos fatores ambientais que podem
causar estresse em leveduras, e a termotolerancia é um atributo impor-
tante quando existe a intengdo de utilizar esses fungos em aplicagdes
industriais (MEJIA-BARAJAS et al., 2017). Nesse contexto, a capaci-
dade de suportar e de degradar concentragoes elevadas do corante, bem

como de apresentar descoloragdo a 45°C, sdo algumas das vantagens

Tabela 1- Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional 23 e percentual de descoloracao do corante Preto Reativo 5 por Pichia kudriavzevii SD5.

mm Temperatura (°C) Concentragdo do corante (mg.L") Porcentagem de descoloragao (%)
1 - - - 40 150

3 9937
2 1 i 1 5 40 150 9940
3 1 1 1 3 50 150 0000
4 1 1 1 5 50 150 0000
5 1 1 1 3 40 350 9954
6 1 1 1 5 40 350 9896
7 1 1 1 3 50 350 0000
8 1 1 1 5 50 350 0000
9 168 0 o] 2 45 250 0000
10 168 0 0] S} 45 250 9946
1 6] 168 0] 4 37 250 9970
12 168 0] 4 53 250 0000
13 o} 0 168 4 45 80 9955
14 o] 0 168 4 45 420 99,74
15 0 0 0] 4 45 250 9917
16 o} 0 0] 4 45 250 9982
17 0 0 o] 4 45 250 9960

Tabela 2 - Matriz do segundo Delineamento Composto Central Rotacional 23 e percentual de descoloracao do corante Preto Reativo 5 por Pichia

kudriavzevii SD5.

N T T T T e [ e ————
1 1 i 1 5 43 440 9947
2 1 i 1 7 43 440 9161
3 1 1 1 5 48 440 1202
4 1 1 1 7 48 440 0000
5 1 i 1 5 43 850 9963
6 1 1 1 7 43 850 9644
7 1 1 1 5 48 850 0364
8 1 1 1 7 48 850 0000
9 168 0 0 4 45 650 9472
10 168 0 ] 8 45 650 7348
11 168 0 6 40 650 9950
12 0 168 0 6 50 650 0000
13 0 0 168 6 45 350 9865
14 0 ) 168 6 45 1000 6058
15 0 0 0 6 45 650 9865
16 0 0 0 6 45 650 9949
17 0 0 0 6 45 650 9901
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apresentadas por P. kudriavzevii SD5, uma vez que os efluentes indus-
triais contém concentragdes altas de corantes, além de apresentarem
temperaturas que variam de 30 a 60°C (DEIVE et al., 2010).

A P. kudriavzevii é descrita como uma levedura que apresenta
tolerancia a multiplos tipos de estresse, além de estresse térmico,
também a altas concentragoes de etanol, de sais e de acidos (LI ef al.,
2016 CHAMNIPA et al., 2018). Segundo Mejia-Barajas et al. (2017),
esse comportamento pode ser explicado pela pressio ambiental e de
modo particular pelas altas temperaturas, que podem fazer com que

as linhagens se tornem termotolerantes.

Perfil cinético de degradacao do
corante PR5 pela levedura Pichia kudriavzevii SD5
Embora a concentragdo de corante e o pH, nas faixas estudadas, ndo

tenham apresentado efeito estatisticamente significativo, a concentragio

de 650 mg.L*, o pH 6 e a temperatura de 45°C foram os pardmetros que
apresentaram maior estabilidade e maior reprodutibilidade (Figura 1).
Assim, o estudo dos pardmetros cinéticos na descoloragao do corante
PR5 por P. kudriavzevii SD5 foi realizado usando essas condigdes de
cultivo. Uma porcentagem de 100% de descoloragao foi observada apds

16 h, sendo acompanhada pelo crescimento celular, que entrou na fase

Tabela 3 - Andlise de regressao para a descoloragao (%) do corante
Preto Reativo 5 por Pichia kudriavzevii SD5.

Fatores Coeflaent_e Errc_) tan
deregressao | padrao

Média 798701 6,262659 | 12,75338 | 0000000
(2) Temperatura CC) (L) | 394519 5148198 | -766324 | 0000002
Temperatura (°C) (Q) 169440 | 5270813 | -321468 | 0006236°

L: linear; Q: quadratico; R? = 0,8314; *significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura1- Curvas de contorno do segundo DCCR 23 mostrando a descolorac¢ao do corante PR 5 por Pichia kudriavzevii SD5, indicando: (A) concentracao
do corante x pH; (B) pH x temperatura; (C) temperatura x concentracao do corante.
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estaciondria apds 20 h, mantendo-se constante até 24 h. Assim como
descrito para a degradagdo de azo corante por outras leveduras, a
P, kudriavzevii SD5 apresentou acelerada porcentagem de descolora-
¢do do corante na fase exponencial de crescimento (RAMALHO et al.,
2004; LUCAS et al., 2006; YANG et al., 2008). A glicose foi consumida
ao longo do tempo e se esgotou apos 20 h de cultivo. A concentragdo
de proteinas soliveis aumentou até 8 h de cultivo e depois diminuiu
de forma constante até se esgotar, apds 20 h (Figura 2). Os valores de
pH cairam de 6 para cerca de 4, apds 16 h, mantendo-se até o fim do
processo, provavelmente em virtude da produgéo de dcidos organicos
durante o metabolismo da glicose (CHEN et al., 2003; EL-RAHIM et al.,
2017). Yang et al. (2005) atribuiram a diminui¢do do pH a produgéo
de 4cidos e a liberagao dos grupos SO, do corante, durante a descolo-
ragdo PR5 pela levedura Debaryomyces polymorphus.

Virios estudos demonstram que na auséncia, ou em baixas con-
centragdes, de uma fonte facilmente metabolizével de carbono, como
a glicose, ndo ocorre descoloragao dos corantes (YANG et al., 2005;
YANG et al., 2008; SIVARAJ; DORTHY; VENECKATESH, 2011).

A degradagdo de azo corantes por leveduras ¢ atribuida a ativi-
dade de vérias enzimas ligninoliticas, como lacase (Lac), lignina pero-
xidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e tirosinase, que atuam na
clivagem das ligacoes azo (YANG et al., 2005; SARATALE et al., 2011;
MARTORELL et al., 2012; MARTORELL; PAJOT; FIGUEROA, 2012;
JAFARI; SOUDI; KASRA-KERMANSHAH, 2014; MARTORELL
et al., 2017). De acordo com Song et al. (2017), a agdo de LiP, de MnP
e de Lac, bem como de NADH-DCIP redutase, ocorreu somente nos
extratos celulares e ndo no sobrenadante de P. occidentalis, apds a des-
colorac¢do de vérios azo corantes, sugerindo que essas enzimas sio
intracelulares. Levando isso em consideragio, a diminui¢do da con-
centragdo das proteinas soliveis no meio de cultura de P. kudriavzevii
SD5 sugere que enzimas intracelulares tenham sido responsaveis pela
degradagdo do corante, ndo sendo detectadas como proteinas solu-

veis no sobrenadante.

9
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Figura 2 - Descoloragao (%), proteinas soltiveis (mg.L"), glicose (g.L")
e biomassa (g.L") apds 24 h de cultivo do Preto Reativo 5 por Pichia
kudriavzevii SD5.
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Além disso, Gottlieb et al. (2003) e Ramalho et al. (2004) afir-
maram que a degradagdo de azo corantes estd associada a produgio
de NAD(P)H e FADH, resultantes do metabolismo celular, os quais
atuam como agentes redutores para a redugéo e clivagem das liga-
¢oes azo. A produgao desses equivalentes redutores é dependente do
crescimento celular, o qual ndo ocorre sem uma fonte de carbono e
de energia. Isso também pode explicar a degradagdo do corante PR5
por P. kudriavzevii SD5, uma vez que, a degradagio do corante esteve

associada ao crescimento celular (Figura 2).

Analise do comprimento de onda

visivel dos produtos da descoloracao

A Figura 3 mostra o perfil de absorbancias do corante PR5 e do sobre-
nadante ap6s descoloragdo por P. kudriavzevii SD5 durante 24 h, em
diferentes comprimentos de onda. A partir de 16 h, os picos de absor-
béncia desapareceram. A diminui¢do da absorbéncia na faixa do espec-
tro visivel (400-760 nm) sugere a clivagem da liga¢do azo, responsa-
vel pelo desaparecimento da cor (ADNAN et al., 2015; TAN et al.,
2016). O processo de descoloragido pode ocorrer por adsor¢do ou por
biodegradagdo. Baseando-se na observagdo da biomassa celular da
P, kudriavzevii SD5, que se manteve inalterada apds a descoloragdo do
corante, pode-se afirmar que ocorreu um processo de biodegradagéao
do corante. Comportamento similar foi descrito por Lucas et al. (2006)
e Martorell et al. (2017) na degradagdo do PR5 por Candida oleophila
e C. boidinii MM4035, respectivamente, cujo desaparecimento do pico

de absor¢do em torno de 600 nm, de modo conjunto a baixa adsor¢ao
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Figura 3 - Perfil de absorbancia do corante PR5 e do sobrenadante, em
diferentes tempos de cultivo com a levedura Pichia kudriavzevii SD5.
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do corante pela biomassa apontaram para um mecanismo degrada-

tivo de descoloragao.

Ensaios de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade sao de grande importéncia, devendo ser realiza-
dos apds os ensaios de descoloragdo microbiana, pois permitem avaliar
o efeito dos subprodutos formados sobre os organismos vivos, uma vez
que o tratamento de corantes industriais pode resultar na formagao de
produtos secundarios mais tdxicos que os originais, sendo impossivel
testar todos os compostos ativos presentes na agua (PUVANESWART;
MUTHUKRISHNAN; GUNASEKARAN, 2006).

De acordo com os testes de fitotoxicidade usando o corante nao
tratado (a 650 mg.L") e o sobrenadante obtido apds 16 e 24 h de cul-
tivo, menor toxicidade foi observada apés 24 h de cultivo (Tabela 4).
Isso indica que o tempo de cultivo influenciou de modo positivo a dimi-
nuigao da toxicidade, provavelmente em virtude da metabolizagdo dos
compostos aromaticos formados durante a clivagem do grupo azo, como
observado nos valores mais altos dos indices de germinagio (IG), pois,
de acordo com Tam e Tiquia (1994), valores de IG acima de 80% indi-
cam a diminui¢do ou a eliminagao de efeitos toxicos. Além disso, tanto
para o corante néo tratado como para o sobrenadante, a concentracdo
de 100% ainda foi téxica em todos os ensaios, demonstrando que a leve-
dura necessita de mais tempo para a completa mineraliza¢do do PR5.

O ensaio de toxicidade com o microcrusticeo Artemia salina tam-
bém demonstrou que apds o tratamento do corante com P, kudriavzevii
SD5 houve redugao da toxicidade dos produtos da descoloragido, uma
vez que a mortalidade foi maior em meio com o corante quando com-
parada com o sobrenadante.

A CL, das amostras apds 16 h de cultivo foi de 74,57%, com faixa
de variagio de 65,13 a 85,39%. Para as amostras obtidas apds 24 h de
cultivo, o valor da CL,, aumentou para 79,14%, com faixa de variacdo
de 71,35 a 87,79%. A CL,; das amostras do corante ndo tratado (con-
trole negativo) foi de 54,89%, com faixa de variagio de 44,68 a 67,44%,
para um intervalo de confianca de 5%. No controle positivo (dgua),
néo houve morte das larvas. Esses resultados sugerem que a P, kudria-

vzevii SD5 apresentou capacidade de degradagédo, ao menos parcial,

Tabela 4 - Efeito do corante Preto Reativo 5 (PR5) e do sobrenadante
em diferentes dilui¢des, apds descoloracdo nos tempos de 16 horas e
24 horas, sobre sementes de alface (Lactuca sativa).

Sobrenadante obtido apds 16 horas de descoloracao

Diluicao

GR (%) 86,21 9138 94,83 6724

CRR (%) 189,25 1871 12581 4086 0

IG (%) 16314 17097 1193 2747 0
Sobrenadante obtido apés 24 horas de descoloracao

Diluicao

GR %) 10172 10345

CRR (%) 19247 22151 176,34 13548 4839

IG %) 19247 22532 18242 12614 375

Corante ndo tratado

Diluicao

GR (%) 9327 96,72 9153 2051 0
CRR (%) 1375 1500 1458 467 0
IG (%) 13018 14648 102n 2003 0

Agua destilada

Média de sementes germinadas 19.3 (96,5%)

Média de germinacao de sementes 155

GR: germinacao relativa; CRR: crescimento relativo das radiculas; IG: indice de germinacao.

da molécula do corante, o qual foi transformado em compostos com

menor toxicidade ap6s 24 h de cultivo.

CONCLUSAO

Os resultados de descoloragdo do corante PR5 mostram que a levedura
P, kudriavzevii SD5 apresenta potencial biotecnoldgico para aplicagoes
na degradagéo de corantes industriais. Embora tenha ocorrido dimi-
nui¢do da toxicidade apds 24 h de cultivo, a toxicidade apresentada
pelo sobrenadante nas diluigdes mais altas sugere que ocorreu degra-

dagdo parcial do corante.
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