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Resumo

Corantes sdo um exemplo de produto toxico liberado na natureza por industrias de
vestuario, cosméticos, alimentos e entre outros. O amarelo tartrazina, utilizado na
industria alimenticia, ¢ um composto Azo, de cor amarelo alaranjado que pode afetar a
satde humana e desempenhar um papel negativo nas comunidades aquaticas. O capitulo
I deste trabalho apresenta uma revisao bibliografica dos efeitos toxicologicos de corantes
azo em varios organismos € a remocao desses compostos por microrganismos. No
capitulo II foi analisado o crescimento e a capacidade de remoc¢do do amarelo tartrazina
por trés cepas axénicas de diferentes espécies de microalgas, Desmodesmus spinosus
(Scenedesmaceae), Muriella decolor (Chlorellaceae) e uma cepa ndo identificada de
Chlamydomonadales. O experimento foi realizado em triplicata em 3 condigdes:
microalgas apenas em meio de cultivo; microalgas em meio de cultivo com tartrazina (70
mg L!); tartrazina em meio de cultivo sem algas. As curvas de crescimento e remogio do
corante foram medidas por absor¢do em espectrofotometro em 750 e 426 nm,
respectivamente. Para a comparagdo das curvas de crescimento utilizamos analise de
covariancia. O contato com o corante ndo afetou significativamente (p=0,6) o crescimento
da cepa de Chlamydomonadales, que foi capaz de remover 43% do corante no tratamento
com a tartrazina (p=0,004) A cepa de M. decolor removeu significativamente 28%
(»=0,02) do corante no meio com a tartrazina, sem que seu crescimento fosse afetado pelo
corante (p=0,4). A remocao do corante realizada por D. spinosus também foi significativa,
apresentando 25% (p=0,003) de remogao da tartrazina, e apresentando bom crescimento
na presenga apenas do corante (p=0,6). Este trabalho demonstra o potencial das
microalgas em remover a tartrazina, corante pouco estudado, em um sistema estavel por

pelo menos 12 dias sem que seu crescimento seja afetado pelo corante.

Palavras-chave: aguas residuais, corantes, fitoplancton, dgua doce, biorremediagdo



Abstract

Dyes are an example of toxic compounds released into the environment by textile,
cosmetics, and food industries, among others. Tartrazine, a yellow-orange dye widely
used in the food industry, is an azo compound with deleterious effects on human health
and aquatic communities. The chapter 1 of this work presents a literature review about
the toxicological effects of azo dyes in various organisms and the removal of these
compounds by microorganisms. In chapter 2, we analyzed the growth and tartrazine
removal capacity of three axenic strains of microalgae, namely Desmodesmus spinosus
(Scenedesmaceae), Muriella decolor (Chlorellaceae), and an unidentified species of
Chlamydomonadales. The experiment was performed in triplicate under three conditions,
as follows: microalgae grown in culture medium only, microalgae grown in culture
medium containing 70 mg L' tartrazine, and culture medium containing 70 mg L™
tartrazine without algae. Growth and dye removal curves were determined by measuring
the absorbance at 750 and 426 nm, respectively. Covariance analysis was used to compare
the curves. Dye exposure did not affect (p = 0.6) the growth of the Chlamydomonadales
strain, which was able to remove 43% of tartrazine dye (p = 0.004). M. decolor cultured
in medium containing tartrazine achieved 28% dye removal (p = 0.02); microalgal growth
was not affected by the dye (p = 0.4). D. spinosus also significantly decreased dye
concentration (p = 0.003), achieving 25% tartrazine removal and good growth in the
presence of dye (p = 0.6). This study demonstrated the potential of microalgae to remove
tartrazine, a dye that has received limited scientific attention, from a stable system,

maintaining unaffected growth for a minimum of 12 consecutive days.

Keywords: wastewater, dyes, freshwater, phytoplankton, bioremediation
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CariTULO |
INTRODUCAO GERAL
Azocorantes: efeitos toxicos e biorremediacao

Os corantes sdo contaminantes de grande preocupacdo ambiental, bastante
utilizados por diversos setores industriais e apresentam alto risco para toda biota onde sdo
despejados (Bhardwaj e Bharadvaja 2021; Premaratne et al. 2021; Selvaraj et al. 2021).
Apesar de haver inimeras classificacdes de corantes, os da classe azo sdo atualmente os
mais utilizados para a coloragdo de produtos (Oon et al. 2020; Benkhaya et al., 2020).

Diversos estudos ecotoxicoldgicos ja foram realizados com véarios tipos de
corantes azo, demonstrando o quao prejudicial eles podem ser. O estudo de El-Sakhawy
Mohamed & Ahmed (2019), por exemplo, analisou a influéncia do amarelo tartrazina, um
corante azo, no cerebelo e rins de ratos machos adultos albinos, demonstrando que o
corante pode levar a hemorragia intersticial e dilatacdo dos capilares glomerulares dos
rins.

Em outro trabalho, Hernadndez-Zamora e Martinez-Jerébnimo (2019b),
demonstraram os efeitos ecotoxicoldgicos do azo corante Direct blue 15 em uma espécie
de produtor primdrio, a microalga Pseudokirchneriella subcapitata € em consumidores
primarios e secundarios, a Ceriodaphnia dubia e Danio rerio (peixe zebra),
respectivamente. A microalga P. subcapitata apresentou maior sensibilidade ao corante
testado, atingindo um ICso de 15,99 mg L™!, enquanto o LCso da C. dubia foi de 450 mg
L. Em relacdo ao Danio rerio, de 96 a 144 horas ap6s a fertilizacdo, os embrides
expostos ao corante apresentaram efeitos subletais sob concentracdes de 100 a 500 mg
L', como deformacdes esqueléticas, edema no saco vitelino e cauda curvada. Apos as
144 horas pos fertilizacdo, a medida que a concentragdo do corante aumentava,
comegcaram a surgir embrides sem batimentos cardiacos. Outro efeito deletério observado
foi sob C. diibia, onde a 25 mg L', ocorreu a diminuigdo no niimero de descendentes e
atraso no inicio da reproducdo (Herndndez-zamora; Martinez-jerénimo, 2019b).

Um corante azo bastante utilizado na industria alimenticia, ¢ o Amarelo tartrazina,
composto bastante prejudicial ao meio ambiente e a satde humana (Amin e Al-shehri
2018; Kaya et al. 2021; Ranjbari et al. 2021) e que sera abordado no capitulo II desse
trabalho. Alguns estudos ja foram realizados com esse composto, como no trabalho de
El-Sakhawy Mohamed ¢ Ahmed (2019), que apresenta uma série de resultados
ecotoxicologicos relacionados a acdo da tartrazina em diversos seres vivos, como no

cerebelo e rins de ratos. O experimento consistiu na aplicacdo de doses contendo 7,5; 15
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e 100 mg/kg/pe por dia em ratos machos adultos albinos, que ao final apontaram rins com
hemorragia intersticial e dilatagdo dos capilares glomerulares.

No estudo de Albasher et al (2020), avaliaram as alteracdes comportamentais e
desequilibrio redox em ratos fémeas gravidas, com exposicdes a tartrazina dentro dos
valores de ingestdo diarias aceitaveis (IDA) sem causar prejuizos a satude, de 7,5 mg/kg
peso corporeo (Ferreira et al. 2021; Silva e Fracacio, 2021). Durante a gestagao, as fémeas
receberam a tartrazina e os recém-nascidos eram sacrificados para que analises
histologicas fossem realizadas entre 21 a 35 dias apds o nascimento. Os autores
encontraram diminui¢do de antioxidantes em algumas regides do cérebro, parte
locomotora alterada, ansiedade, aumento de plaquetas, leucocitos e eritrocitos, além de
apresentarem estresse oxidativo.

Respostas ecotoxicologicas como as apresentadas nessa breve revisdo, expde a
urgéncia de uma regulamentacdo mais séria, uma vez que corantes, principalmente da
classe azo, por serem muito utilizados e descartados sem um tratamento prévio, sdo de
extrema preocupagdo ambiental e social, trazendo muitos prejuizos ao meio ambiente e

ser humano.

Microrganismos como agentes de biorremediaciao

Para buscar solucBes sustentaveis a contaminacdo dos recursos hidricos por
corantes e outros contaminantes como metais pesados, microplasticos, agrotdxicos e entre
outros, muitos estudos de biorremediacdo vém sendo desenvolvidos. A biorremediacédo
ja era um processo conhecido desde meados da década de 40, no entanto passou a ser
mais utilizada a partir da década de 80 devido a um acidente de derramamento de 6leo no
Alasca. Esse processo é conhecido por utilizar microrganismos para a reducéo da poluicao
ambiental de diversos contaminantes, como farmacos, corantes, pesticidas,
microplasticos e entre outros (Francisco; Queiroz, 2018).

Em relagdo a biorremediacao, os microrganismos mais aplicados sdo as bactérias
e fungos (EI-Rahim et al. 2021; Prabhakar et al. 2021). A utiliza¢ao desses organismos
vem sendo estudada hd mais tempo e sdo conhecidos por serem de baixo custo e
ecologicamente funcionais, ndo havendo formag¢ao de novos poluentes (Aragaw; Asmare,
2018). A biorremediacdo pelos microrganismos citados anteriormente ocorre por meio da
adsor¢ao e biodegradagdo por enzimas (Sen et al., 2016). Nos processos de

biorremediagdo bacteriana, sao utilizadas abordagens aerobicas, anaerobicas e até mesmo



anaerdbicas facultativas, sendo capazes de remover corantes azo por meio de enzimas
especificas, como a azo redutase (Ajaz et al. 2019).

Os principais fungos utilizados para a testes de biorremediagao, sdo conhecidos
como fungos da podriddo branca, sendo o Phanerochaete chrysosporium o de maior
interesse para aplicagcdo nesses testes. As leveduras vém também ganhando espago em
testes de biorremediacdo, mas apesar de apresentarem ser potenciais degradadoras
enzimaticas de alguns compostos e metais pesados, sao encontrados mais
estudos em relagdo a sua capacidade de biossorcao (Ajaz et al. 2019).

Segundo Ajaz et al (2019), alguns estudos mais antigos testaram espécies como,
Debaryomyces polymorphus, Issatchenkia occidentalis e Candida tropicalis, para a
degradacao enzimatica, sendo capazes de remover diversos corantes azo. Outro estudo
recente, feito por Song et al. 2018, comprovaram a eficiéncia de Cyberlindnera
samutprakarnensis, sob condigdes 6timas na remog¢ao do azo corante vermelho acido B
de 97% em 18h. Mais recentemente vém sendo realizados também muitos trabalhos sobre
a acao de microalgas como agentes de biorremediagdo de corantes (Sinha et al. 2016;
Ellatif et al. 2020).

Alguns trabalhos utilizam o consércio de mais de uma espécie ou com organismos
diferentes, como no estudo de Das & Mishra (2017), no qual os autores fizeram consorcio
de cepas de Bacillus pumilus HKG212 e Zobellella taiwanensis AT 1-3, apresentando um
bom percentual de remocgao sobre o azo corante verde reativo 19.

As microalgas, sdo outro tipo de microrganismos que vem sendo bastante visadas
para esses testes. Elas sdo encontradas em uma variedade de habitats, como 4gua doce,
salgadas, dguas residuais, superficies de rochas imidas e entre outros. Podem ser uni ou
multicelulares, pertencentes ao dominio Eukarya, e formam um grupo artificial de
eucariotos fotossintetizantes que surgiram de diferentes processos de endossimbiose
(Gould et al., 2008). Sao os principais organismos, junto as cianobactérias, responsaveis
pela atmosfera oxigenada conhecida hoje, além de serem a base da rede tréfica aquatica,
responsaveis por manter o equilibrio ecologico desses ecossistemas, desempenhando um
papel fundamental para o bom funcionamento do planeta (Almeida et al., 2020; Graham
et al., 2016).

O surgimento das cianobactérias esta registrado em torno de 3,5 milhdes de anos
(Almeida et al., 2020). Posteriormente, deram origem aos cloroplastos das microalgas por
diferentes processos de endossimbiose. Em um primeiro momento, um organismo

eucarioto englobou um endossimbionte procarioto (cianobactéria) originando o
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cloroplasto do hospedeiro (organismo eucarionte), um processo denominado de
endosimbiose primdria, que deu origem as Archaeplastida, representadas por Clorophyta,
Rhodophyta e Glaucophyta. Posteriormente, outros grupos surgiram por processo de
endossimbiose secundaria, em que clorodfitas e rodofitas originaram os cloroplastos de
diferentes linhagens evolutivas (Gould et al., 2008).

Por possuirem processos evolutivos distintos, ha um nimero significativo de
espécies, que resulta em uma grande diversidade metabdlica e de pigmentacdo, sendo
organismos capazes de absorver diferentes quantidades e qualidades de luz (Graham et
al. 2016). Espécies do género Chlorella, Chlamydomonas, Desmodesmus sao bastante
conhecidas em testes de biorremediacao de corantes e apresentam excelentes resultados
(Keskin et al. 2015; Sinha et al. 2016; Abou-el-souod et al. 2020; Wang et al. 2020).
Wang et al (2020), por exemplo, mostraram que a Chlorella vulgaris foi capaz de remover
o0 azo corante G-Red. A espécie Desmodesmus obliquus apresentou uma porcentagem
de 41,15 e 48,60% de remocao de vermelho congo e vermelho de metila, respectivamente
(Abou-el-souod et al. 2020).

Microalgas como Chlorella pyrenoidosa, Chlamydomonas reinhardtti, S.
obliquus, se apresentam como potenciais remediadoras de compostos azo, removendo
corantes como direct red 31, Laranja G, Remazol Black 5, Vermelho metil e entre outros
sendo capazes de atingir entre 18 a 90% de remocgdo desses compostos (Keskin et al.
2015; Sinha et al. 2016; Ellatif et al. 2020; El-Naggar et al. 2022). No capitulo 2,
trataremos o Amarelo tartrazina, no qual apresentaremos nossos resultados na utilizagao
de trés diferentes géneros de microalgas para testes de biorremediagcdo, uma vez que ha

escassez de trabalhos com esse corante altamente toxico e de grande utilizacao industrial.
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CAPiTULO II

Biorremediacio do azo corante Amarelo tartrazina por trés espécies de microalgas

Chlorophyta

Introducio

Nas tltimas décadas, muito tem se falado dos problemas ambientais causados pelo
aumento populacional e uso desenfreado de recursos naturais ndo renovaveis (Severo et
al, 2021). Um exemplo, ¢ a contaminacdo de corpos d’4agua pelo descarte de corantes
sintéticos utilizados por setores industriais distintos, como o alimenticio, cosmético,
farmaceéutico, téxtil, fotografico, plastico etc. (Benkhaya et al. 2020; Ranjbari et al. 2021;
Vishani e Shrivastav 2022).

Devido a sua ampla utilizagdo, os corantes muitas vezes sdo descartados de forma
irresponsavel, ocasionando sérios problemas ambientais e contaminando diversos
ecossistemas, mas principalmente os aquaticos. Além de sua possivel toxicidade, esses
corantes podem afetar a biodiversidade local por prejudicarem a penetracdo de luz em
corpos d’agua, aumentarem a demanda quimica (DQO) e bioquimica (DBO) de oxigénio,
causando a diminuic¢ao do oxigénio dissolvido e aumento de nitrogénio e fosforo (Ardila-
leal et al. 2021; Bhardwaj e Bharadvaja 2021). Essas alteracoes influenciam a produgao
primaria no ambiente e a eutrofizacdo, afetando diretamente a estética e o odor do local

(Premaratne et al. 2021; Selvaraj et al. 2021).

Os corantes podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica e
aplicacdo, divididos nas seguintes classes: antraquinona, polimetino, nitroso, nitro,
xanteno, azo e outros (Benkhaya et al. 2020; Ranjbari et al. 2021). Corantes do tipo Azo
sdo os de maior aplicagdo industrial atualmente, representando 60% a 80% do uso de
corantes comparado as outras classes e sao de baixo custo (Oon et al. 2020; Benkhaya et

al. 2020; Ranjbari et al. 2021; Vishani e Shrivastav 2022).

A grande utilizacao de corantes de classificagdo azo ocorre devido ao alto grau de
estabilidade para coloragao, por serem hidrossoluveis e resistentes, caracteristicas dadas
pela presencga de uma ou mais duplas ligagdes de nitrogénio (N=N), denominado de grupo
azo, o qual estd ligado a uma estrutura aromatica (Benkhaya et al. 2020; Oon et al. 2020;
Vishani e Shrivastav 2022). Sdo dificeis de degradar, até mesmo por métodos tradicionais

(Ardila-Leal et al. 2021).
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Um exemplo de corante de classificagdo azo amplamente utilizado ¢ o amarelo
tartrazina, altamente solivel em agua devido a sua composicdo e estrutura: seu
grupamento Azo esta ligado a dois grupos sulfénicos e conta com a presenca de um grupo
funcional de acido carboxilico (Al-Shabib et al., 2017; Silva e Fracacio, 2021). Esse
corante, embora seja empregado na industria de cosméticos, farmacéutica e téxtil, sua
principal aplicagdo ¢ na industria alimenticia (Tekin et al. 2018; Ardila-leal et al. 2021;
Wu et al. 2021).

Ele pode estar presente em uma variedade de alimentos, como refrigerantes,
algodao doce, salgadinhos, gomas de mascar, geléias, sorvetes, mostarda, cereais, sucos
artificiais e produtos enlatados, sendo prejudiciais a saide humana, podendo desencadear
urticaria, asma e bronquite, cancer na tiredide, hiperatividade e déficit de atencao,
principalmente em criangas, pelo alto consumo de alimentos com a tartrazina (Amin e Al-
shehri 2018; Ardila-leal et al. 2021; Kaya et al. 2021; Wu et al. 2021; Ranjbari et al.
2021), além de apresentar toxicidade para outros organismos.

De acordo com Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (2017), o
limite maximo de ingestao diaria aceitavel (IDA) da Tartrazina € 7,5 mg/kg peso corpéreo
sem causar prejuizos a saude. No entanto, mesmo o seu uso aprovado pela FAO/WHO, ¢
0 composto com mais reagdes negativas ao ser humano, comparado a outros autorizados
para aplicacao (Ferreira et al. 2021; Silva e Fracécio, 2021).

A remediacao de corantes ¢ um passo muito importante para diminuir sua presenga
em corpos d’adgua, porém técnicas fisico-quimicas, como flocula¢do, coagulagio,
filtracdo por membrana e adsor¢do, sdo invidveis por serem ecologicamente prejudiciais,
ocasionando a formacao de novos poluentes, como grandes quantidades de lama (Sarmah
et al, 2019; Thsanullah et al. 2020; Severo et al, 2021). Uma alternativa, ¢ a
biorremediagdo, que utiliza microrganismos como fungos, bactérias e microalgas para
descontaminagdo de locais com altos indices de polui¢do (Saba et al. 2016; Sen et al.
2016; Thsanullah et al. 2020; Bhardwaj e Bharadvaja 2021; Premaratne et al. 2021).

A utilizacdo de fungos e bactérias para a biorremedia¢ao ¢ uma técnica que vem
sendo estudada hd mais tempo e sdo conhecidos por serem de baixo custo e
ecologicamente funcionais, nao havendo formagao de novos poluentes (Aragaw e Asmare
2018). Estudos mais recentes, mostram a acdo de microalgas na ficorremediagdo de
produtos toxicos (Keskin et al. 2015; Sinha et al. 2016; Behl et al. 2020; Ellatif et al.
2020), onde diferentes mecanismos de remogao, sao usados por esses organismos, Como

a biodegradagdo, por meio de liberacdo de enzimas especificas (Chen et al. 2016; Sinha
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et al. 2016; Ellatif et al. 2020) e a adsor¢@o, onde os contaminantes se aderem a parede
celular (Keskin et al. 2015; Behl et al. 2020).

Microalgas sdo de um modo geral, organismos fotoautotréficos, podendo ser
encontradas espécies mixotroficas, capazes de sobreviver em diversos habitats, inclusive
sob condi¢gdes extremas de estresse e pouca luminosidade (Graham et al. 2016). Das
espécies testadas até o momento na remocdo de corantes azo em geral, algumas
apresentam melhores potenciais, como € o caso de espécies dos géneros da cianobactéria
Oscillatoria e das microalgas verdes Chlorella, Chlamydomonas e Scenedesmus (Keskin
et al. 2015, El-Sheekhlet al, 2018; Ajaz et al., 2019; Abou-el-Souod et al. 2020; Behl et
al. 2020)

A acdo desses organismos ¢ eficaz pois as enzimas liberadas agem diretamente na
quebra da ligagdo N=N da molécula de corantes azo, sendo conhecidas como azo
redutases, laccase e peroxidase (Keskin et al. 2015; Ellatif et al. 2020). Essa quebra de
ligacdo azo € um passo importante para a remediacdo, porém ocasiona a formagdo de
pequenas aminas, que apesar de incolores, continuam sendo uma grande preocupagao
ecoldgica, se mantendo toxicas para o meio ao qual estdo inseridas. Contudo, ja foram
reportados trabalhos de algumas espécies de Chlorella e Oscillatoria para uma
metabolizacdo aerobica, transformando essas aminas em compostos organicos e até
mesmo em CO; (El-Sheekhlet al. 2018; Ajaz et al. 2019).

Apesar da grande diversidade biologica e fisiologica das microalgas e
cianobactérias, ¢ restrito o numero de trabalhos e as espécies testadas na biorremediacao
de corantes azo, mais restrito ainda para o amarelo tartrazina. A Chlorella, seguido da
Chlamydomonas e Scenedesmus, sao espécies que apresentam resultados satisfatorios a
remocao e degradacdo de compostos azo, composto que apresenta alto risco ambiental e
a saude humana, sendo encontrado na literatura, inimeros trabalhos que as utilizam em
seus testes (Keskin et al. 2015; Sinha et al. 2016; Ellatif et al. 2020; El-Naggar et al.
2022).

Considerando a escassez de trabalhos sobre a biorremediacdo do amarelo
tartrazina e os potenciais efeitos toxicos para o ser humano e a biota aquatica, nos
testamos a capacidade de remediagdo desse corante por 3 espécies de microalgas ainda

nao utilizadas em trabalhos de biorremediacao.
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Materiais e métodos
Microalgas utilizadas

As trés cepas utilizadas para a realizacdo do experimento, foram obtidas da
Colegio de Culturas de Microalgas de Agua Doce da Universidade Federal de Sio Carlos,
CCMA-UFSCar (World Data Centre for Microorganisms WDCM 835) todas mantidas
em condicoes axénicas (Tabela 1).
Tabela 1. Cepas de microalgas testadas durante o experimento, para a remog¢ao do

corante amarelo tartrazina, local e ano de isolamento e GPS do local de isolamento.

Cepa Espécie Local (ano) de | GPS
isolamento

CCMA- Desmodesmus spinosus Chodat | Luiz Antonio | 21°36'28.5"S

UFSCar 62 | (Chlorophyceae, Sphaeropleales) | — SP (1987) 47°46'13.1"W

CCMA- Chlamydomonadales nédo Luiz Anténio | 21°36'28.5"S

UFSCar 138 | identificada (Chlorophyceae, — SP (1982) 47°46'13.1"W
Chlamydomonadales)

CCMA- Muriella decolor Porto Velho — | 8°24'18,6"S

UFSCar 320 | (Trebouxiophyceae, Chlorellales) | RO (2011) 63°27'13,6"W

As cepas utilizadas neste estudo foram selecionadas pela proximidade filogenética
com espécies utilizadas em outros trabalhos. Diferentes trabalhos na literatura mostraram
o potencial de espécies da Ordem Chlamydomonadales (cepa CCMA-UFScar 138) e da
Familia Scenedesmaceae (cepa CCMA-UFSCar 62) na biorremediagdo de corantes azo
(Keskin et al. 2015; Abou-el-souod et al. 2020; Behl et al. 2020; El-Naggar et al. 2022).
M. decolor foi escolhida também por pertencer a mesma familia da Chlorella, que ¢
bastante utilizada e apresenta excelentes resultados de remog¢do de corantes (Sinha et al.,
2015; Wang et al. 2016; El-Sheekhlet al. 2018; Ellatif et al. 2020). Além disso, na etapa
pré-experimental, as trés espécies apresentaram bom crescimento e remocao da tartrazina,
o que influenciou diretamente na escolha das cepas para a etapa experimental.

Corante utilizado

O Amarelo Tartrazina (C1sHoN4Naz09S>), ¢ um monoazo com massa molar de
534,3 g/mol e de absor¢do méaxima em solugdo aquosa a 426 nm (Diretiva 95/45/CE,
1995; Donoso et al. 2021; Silva e Fracacio, 2021; Kaya et al. 2021).

Condicoes de cultivo
Os cultivos experimentais foram realizados em meio WC pH 7,0 (Ghillard e

Lorenzen 1972) a 23 £+ 1°C, 142 pmol f6tons m-2 s-1 com luz LED 2700 k (branca quente)
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com fotoperiodos de 12/12 horas claro/escuro. Todos os cultivos se iniciaram com 3x10*
células mL™! retiradas de culturas em crescimento exponencial (8 dias de cultivo). A
contagem celular foi realizada em camara de Fucks-Rosental.

Todos os procedimentos foram realizados em condi¢cdes assépticas e as
manipulacdes realizadas em uma cabine de Fluxo Laminar Horizontal VLFS-12 (VECO,
Brasil), para evitar a contaminagao por outros microrganismos.

Realizamos uma etapa preliminar, em tubos de ensaio (dados ndo mostrados) para
determinar a melhor concentragdo de trabalho para o experimento principal. A partir da
revisdo bibliografica realizada, foram selecionadas trés concentragdes iniciais, de 20, 70
e 200 para a etapa, que estdo dentre as concentragdes mais utilizadas pelos trabalhos com
microalgas e que apresentaram resultados satisfatérios (e.g. Sinha et al. 2016; Ellatif et
al. 2020; Keskin et al. 2020; El-Naggar et al. 2022).

Visto que o intuito do trabalho era testar a remogao do corante pelas microalgas,
nés selecionamos a concentragdo de 70 mg L', pois ndo afetou o crescimento da maioria
das cepas, estava em limite maximo detectavel pelo espectrofotometro UV-VIS e era
ainda uma concentragdo maior do que o utilizado na maioria dos trabalhos encontrados

na literatura (Keskin et al. 2015; Behl et al. 2020; El-naggar et al. 2022).
Etapa pré-experimental

Foi realizado um pré experimento para verificar a influéncia da qualidade da luz
nos cultivos com o corante amarelo tartrazina no crescimento dos organismos. Essa etapa
foi realizada nas mesmas condi¢des da etapa experimental, mas em frascos de cultivos de
células de 250 mL. Os frascos contendo apenas a tartrazina em meio de cultivo, foram
colocados entre o foco de luz e frascos controles — microalgas em meio de cultivo — para
determinar seu crescimento em comparagao aos controles que estavam diretamente sob o
foco de luz (Fig.S1). Além disso, um tratamento de tartrazina com as culturas de

microalgas também foi realizado, para testar a capacidade de degradacdo das espécies

Etapa experimental

Para analisar a remog¢ao do corante amarelo tartrazina na concentracao de 70 mg
L1, cada microalga foi cultivada em triplicata em tubos de ensaio de 10 mL nas condi¢des
de cultivo descritas anteriormente. O Experimento foi conduzido sob 3 condigdes
(Fig.S1). As condig¢des utilizadas foram: a) controle da microalga (CM) - microalga em
meio de cultivo; b) tratamento tartrazina (TT) — cultivo da microalga com tartrazina (70

mg L"); ¢) controle da tartrazina (CT) - tartrazina em meio de cultivo sem algas. Os tubos
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foram colocados em uma superficie plana com iluminagdo por baixo por luz branca
quente (2700k) e foram agitados e sua posicao aleatorizada duas vezes por dia.

As curvas de crescimento das algas foram acompanhadas por absorbancia em 750
nm e a degradacdo da tartrazina a 426 nm nos dias de cultivo 0, 8§ e 12, que foram
selecionados de acordo com os dados obtidos na etapa preliminar e pré experimental e a
partir dos trabalhos estudados na revisdo bibliografica. A remog¢do da tartrazina nos
cultivos com microalgas (TT) foi analisada apds filtracdo em filtro de 0,45 pum (PET
Chromafil) para retirada das células. O controle CT também foi filtrado para excluir
possivel interferéncia de adsor¢ao do corante no filtro.

Analises estatisticas

As curvas de remocdo da tartrazina e crescimento das microalgas foram
comparadas por meio da andlise de covaridancia (ANCOVA). Para verificar
homogeneidade dos dados foi realizado o teste de Levene e a normalidade teste de
Shapiro-Wilk. As andlises foram realizadas no ambiente R e a significancia dos resultados
foi avaliada por a = 0,05. Para nenhum dos tratamentos houve violagdo conjunta da
normalidade e homoscedasticidade, permitindo o uso da ANCOVA (Olejnik e Algina,
1984).

Para calcular a porcentagem de descoloracdo de espécie testada nesse trabalho, foi
utilizada a formula, de acordo com trabalhos da literatura (e.g. Keskin et al, 2015; Sinha
et al, 2016; Behl et al, 2019)

. (absorbancia inicial — absorbancia final)
Descoloracio (%) = — x100
(absorbancia inicial)

Resultados

Na etapa pré-experimental, os resultados obtidos mostraram que as cepas D.
spinosus € M. decolor, nao foram afetadas pela qualidade luminosa (p=0,94 ¢ p=0,08)
(Fig.S2). No entanto, a analise do crescimento da cepa de Chlamydomonadales nao
identificada (CCMA-UFSCar 138) nao foi possivel, porque as células se aderiram as
paredes do frasco, formando um biofilme e impossibilitando sua amostragem (Fig.S2).
Foi possivel atestar seu crescimento visualmente, mas também pela remogao significativa
da tartrazina (p=0,003) (Fig.S3) (Fig.S4).

Na etapa experimental, dentre as espécies utilizadas nesse trabalho, a Muriella
decolor, nunca utilizada em testes de biorremediagdo, apresentou bons resultados na
remocao da tartrazina, atingindo resultado significativo de 28% de remocao (p=0,02) em

comparagdo ao controle de tartrazina (CT). A Desmodesmus spinosus (Chodat) E.

20



Hegewald, apresentou resultados parecidos, atingindo 25% de remocao da tartrazina,
sendo estatisticamente diferente do CT (p=0,003) (Fig.1).

Em relagdo ao crescimento da M. decolor no tratamento de tartrazina, ndo houve
toxicidade para a espécie, pois ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao
controle CM (p=0,4). Da mesma forma, D. spinosus, apresentou crescimento igual ao
controle (CM) (p=0,6) em tratamento com o corante (TT) (Fig.2). A cepa de
Chlamydomonadales CCMA-UFSCar 138, foi a que obteve maior porcentagem de
remoc¢do da tartrazina, atingindo 43% (p=0,004) durante os 12 dias de experimento
(Fig.1). Em relagdo ao seu crescimento, a alga ndo foi afetada pela toxicidade do corante

(p=0,06) (Fig.2).

Discussiao

Sao encontrados na literatura diversos trabalhos sobre biorremedia¢do de produtos
toxicos, dentre eles, estudos com azocorantes realizados com varios microrganismos,
como bactérias, fungos (Zahran et al. 2019; EI-Rahim et al. 2021; Prabhakar et al. 2021)
e microalgas (El-Naggar et al. 2022; Omar, 2008; Sinha et al. 2015). No entanto, na
literatura ha apenas um trabalho (Omar 2008) que testou a biorremediagao da tartrazina
por microalgas.

Microrganismos podem realizar a biorremediacao por diferentes processos, o de
biodegradacao e a adsor¢do. No primeiro caso, os microrganismos liberam enzimas
especificas que realizam a quebra dos poluentes, e podem utilizar os compostos
degradados como fonte de nutrientes para seu crescimento, uma vez que esse processo ¢
realizado pela célula viva (Chen et al. 2016; Sinha et al. 2016; Ellatif et al. 2020). Na
adsor¢ao ¢ processo realizado passivamente, por um metabolismo nao ativo, no qual os
grupos funcionais da parede celular dos organismos se ligam as moléculas dos poluentes,
os deixando retidos em suas paredes (Keskin et al. 2015; Behl et al. 2020).

Os estudos com diferentes microrganismos sdo importantes porque a porcentagem
de remocao dos azocorantes pode ser influenciada por diversos fatores, como o tempo de
incubagdo, a concentragdo do composto, a temperatura, o pH (Majumdar et al. 2022), a
estrutura e composicao do corante, a interacdo das espécies testadas com os diferentes
tipos existentes desses compostos e a quantidade de ligagdes azo presente em sua estrutura
(Keskin et al. 2015; Oon et al. 2020; Vishani e Shrivastav 2022). Além disso, o
comportamento dos microrganismos pode mudar na presenga de diferentes compostos e

condi¢des do local onde estao inseridos (Prabhakar et al. 2021).
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Uma vez que os trabalhos com microalgas sdo escassos, para efeito de
comparacgdo, trazemos dados de biorremediagdo do amarelo tartrazina por outros
microrganismos e de outros azocorantes por microalgas dos mesmos géneros ou familias
utilizadas por nos.

Em relacdo a biorremediacdo por bactérias e fungos, as porcentagens de
descoloragdo da tartrazina variam bastante entre os trabalhos na literatura, dependendo
dos fatores citados acima (Zahran et al. 2019; El-Rahim et al. 2021; Prabhakar et al.
2021). Fungos do género Aspergillus degradaram mais de 66% da tartrazina a 20 mg L’!
em pH 5 (El-Rahim et al. 2021). A bactéria Nesterenkonia lacusekhoensis EMLA3,
testada para a remogdo de 11 corantes azo, removeu 98% da tartrazinaa 100 mg L' em 5
dias e pH 11, bastante basico, mas favoravel a espécie, uma vez que foi isolada de um
efluente extremamente alcalino (pH 13) (Prabhakar et al. 2021).

Em condi¢des de pH semelhantes as que usamos, ou seja, proximo ao pH 7,0, as
bactérias Brevibacillus brevis e Bacillus subtilis foram as que apresentaram maiores
porcentagens de remog¢do do corante amarelo tartrazina, respectivamente 62,02 e 54,4%
em 3 dias (El-Rahim et al. 2021). A descoloracdo mais rapida do que a encontrada por
nds pode ser devida as maiores taxas de crescimento nas bactérias (Zubkov 2014) e a
menor concentracdo do corante no trabalho citado, que foi de 20 mg L™, ou seja, menos
de 30% da concentragdo utilizada em nosso estudo.

O comparativo mais proximo aos nossos testes ¢ com o trabalho de Omar (2008),
no qual as microalgas testadas sob condi¢des axénicas apresentaram bons resultados para
a remogdo da tartrazina. Dentre as espécies testadas, estdo Scenedesmus bijugatus,
Scenedesmus obliquus (ambas Scenedesmaceae) e Chlorella vulgaris (Chlorellaceae). S.
bijugatus, atualmente sinonimo de Tretradesmus obliquus (Guiry e Guiry 2020) foi a que
apresentou melhor resultado de remocao em diferentes concentragdes.

Quando testada a 20 mg L' de tartrazina, essa cepa apresentou aproximadamente
60% de remocdo em 6 dias, enquanto C. vulgaris e S. obliquus, removeram
aproximadamente 45% e 55% da tartrazina, respectivamente. Em nosso estudo, a
concentragdo utilizada da tartrazina foi maior, o que pode ter influenciado na menor
remoc¢do em relacdo as cepas citadas do estudo de Omar 2008. No entanto, ambos 0s
trabalhos provaram a eficiéncia de diferentes cepas de microalgas na remocdo desse
corante, demonstrando a viabilidade da utilizagdo desses organismos para a

biorremedia¢ao do amarelo tartrazina.
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Os trabalhos de biorremediacdo de outros tipos de azo corantes por microalgas
também demonstram como esses microrganismos exercem um trabalho fundamental para
a biorremediacdo desses compostos. Um exemplo € a utilizagdo da espécie S. obliquus
(Scenedesmaceae) que em diferentes repetigdes de um experimento de 14 dias removeu
entre 29,6 e 70,6% do monoazo Vermelho metil a concentragdes de até 30 mg L
(El-Naggar et al. 2022). A D. spinosus, utilizada em nosso estudo, mesmo a uma maior
concentragcdo de tartrazina, atingiu uma porcentagem similar, de 25% em 12 dias de
experimento. Apesar de algumas diferengas no tempo experimental, das espécies e
concentracdes dos diferentes corantes utilizados, ambos os trabalhos demonstram o
potencial desse género para a remog¢ao de compostos azo.

Em outro trabalho, Keskin et al (2015) imobilizaram a microalga Chlamydomonas
reinhardtti (Chlamydomonadales) utilizando uma rede nanofibrosa de polisulfona para
testar sua capacidade de degradacao do azocorante Remazol Black 5 (RB5). Apos 14 dias
de incubagio houve a remogio de 73% doRB5a 10 mg L', 47,7% a25 mg L' e 18,07%
a 50 mg L. Além da imobilizagdo celular, os autores realizaram experimentos com as
células livres, concluindo que células imobilizadas, apresentam melhores resultados de
remocgao.

Nossa cepa de Chlamydomonadales foi testada com suas células livres para a
remogao da tartrazina a uma concentragao maior do que a de RB5 do trabalho de Keskin
et al (2015) e apresentou resultados significativos. A imobilizacao celular ¢ uma opg¢ao
para estudos futuros com essa cepa, podendo ser utilizada em matrizes para tratamento
de efluentes, uma vez que ela se adere facilmente as superficies, caracteristica
comprovada no pré-experimento que realizamos em frascos de células. Na etapa
experimental em tubos de ensaio, a cepa também apresentou aderéncia as paredes dos
tubos, mas a agitacdo vigorosa em vortex para leitura em espectrofotdmetro removia a
maioria das células aderidas.

Por ndo serem encontrados trabalhos na literatura da capacidade de
biorremediagdo da cepa de Muriella decolor, utilizada por nds, apresentaremos alguns
estudos que mostram o potencial do género Chlorella (também Chlorellaceae), que
apresenta resultados promissores para a remog¢do de corantes azo (Sinha et al. 2016;
Ellatif et al. 2020).

Sinha et al (2016) demonstrou o grande potencial da Chlorella pyrenoidosa
NCIM 2738 para a remediacao do diazo Direct red 31 (DR-31) nas primeiras 3 horas de

experimento, em condi¢des axénicas, atingindo 78,66% de remocao do corante a 40 mg
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L!. No entanto, os autores mostram uma queda no crescimento da Chlorella pyrenoidosa
a concentra¢des acima de 50 mg L', afetando diretamente a remog¢io do composto. Os
autores também demonstram que a remogao ocorre de forma mais eficiente em pH mais
baixo, como pH 3. Para a tartrazina neste trabalho foi testado apenas o pH 7.

Em outro trabalho, Ellatif et al 2020, mostraram que entre diversas espécies de
microalgas testadas, a Chlorella vulgaris foi a que apresentou melhores resultados,
atingindo 99,5% de remoc¢ado dos azos corantes Laranja G e Brazilwood em 7 dias a uma
concentracio de 200 mg L. A alta porcentagem de remoc¢do do corante ocorreu
possivelmente pela alta concentracdo inicial de células, 100x do que a utilizada por nos.
Dessa forma, ¢ importante levar em consideragdo em estudos futuros, a quantidade de
células iniciais utilizadas, pois podem aumentar as porcentagens de remogao e otimizar o

trabalho desses organismos.

De acordo com os resultados apresentados em nosso estudo e dos trabalhos
encontrados na literatura, a biorremediacdo por microalgas se apresenta como uma
abordagem sustentdvel para a problematica ambiental. Além de ajudar na reducdo da
contaminagdo, auxilia também na redug¢do de pegada de carbono, pois durante seu
crescimento e remog¢ao de compostos toxicos, ela consome CO-, podendo a sua biomassa

ser usada como crédito de carbono pelas empresas (Severo et al. 2021).

De acordo com os trabalhos revisados na literatura para a realizagdo do presente
estudo e com os resultados do nosso experimento, vimos que as microalgas sao
organismos promissores para a aplicagao da biorremediacao do corante amarelo tartrazina
e outros compostos azo. No entanto, ¢ importante haver novos estudos, em média e larga
escala para otimizagao de resultados. Além disso, como apresentado no capitulo 1 desse
trabalho, ha intimeras consequéncias do descarte desses compostos em corpos d’agua,
sendo necessario que haja uma regulamentagdo mais firme em relagdo ao descarte de

corantes em ecossistemas aquaticos.
Conclusao

O presente trabalho ¢ importante por apresentar espécies com potencial de
degradacao de tartrazina, corante de uso progressivo na industria alimenticia, que tem

causado inseguranca alimentar e ainda pouco estudado para biorremediagao.
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A cepa de Chlamydomonadales foi a que apresentou melhores porcentagens de
remocao da tartrazina, sendo uma alternativa para futuros estudos de imobilizagao celular
devido a sua aderéncia nas paredes dos frascos de cultura e dos tubos de ensaio.

Sdo necessarios mais estudos com microalgas para a biorremediacdo, assim como
testar novas espécies que podem apresentar resultados satisfatorios. Neste trabalho
apresentamos novas espécies que podem ser testadas para biorremediagdo de outros
azocorantes, mostrando que espécies ainda ndo testadas podem oferecer potenciais

solugdes sustentaveis para o tratamento de residuos desses compostos.
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Fig.1

Desmodesmus spinosus Chlamydomonadales Muriella decolor
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Fig.1 Remogdo do azo-corante amarelo tartrazina pelas diferentes cepas de microalgas
quantificado por meio da absorbancia em 426 nm. Os circulos abertos representam a
absorbancia do corante apos degradacdo pelas algas (ou seja, tartrazina com a microalga)
e os circulos fechados representam a absorbancia da tartrazina que foi mantida estéril nas
mesmas condi¢cdes de luz e temperatura do tratamento (controle) (n=3 para cada

tratamento)
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Fig.2

Desmodesmus spinosus Chlamydomonadales Muriella decolor
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Fig.2 Crescimento das cepas de microalgas nos diferentes tratamentos quantificado por
meio da absorbancia em 750 nm. Os pontos pretos indicam o crescimento da alga em
meio de cultivo apenas (controle), os triangulos pretos indicam o crescimento da alga com

tartrazina adicionada ao meio (n=3 para cada tratamento)
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Material Suplementar

Fig.S1 Fluxograma das etapas pré experimental e experimental.

Fig.S2 Crescimento das cepas de D. spinosus e M. decolor nos diferentes tratamentos
quantificado por meio da absorbancia em 750 nm. Os pontos pretos indicam o
crescimento da alga em meio de cultivo apenas (controle), os quadrados pretos indicam
o crescimento da alga com uma barreira de solucdo de tartrazina para verificar a influéncia
da qualidade de luz no crescimento (controle de qualidade de luz) e os tridngulos indicam
o crescimento da alga com tartrazina adicionada ao meio (n=3 para cada tratamento).
Fig.S3 Remocao do azo-corante amarelo tartrazina pela cepa de Chlamydomonadales nao
identificada quantificado por meio da absorbancia em 426 nm.

Os pontos pretos (tartrazina com microalga) representam a absorbancia do corante apods
degradacao pelas algas e os pontos abertos (controle tartrazina) a absorbancia da
tartrazina que foi mantida estéril nas mesmas condi¢cdes de luz e temperatura do
tratamento (n=3 para cada tratamento)

Fig.S4 Aderéncia das células da cepa de Chlamydomonadales ndo identificada, nas

paredes do frasco de cultura de células.
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Fig.S1
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Fig.S2
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