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RESUMO

Este trabalho utilizou Neurospora crassa 74A em sua forma
paramorfogénica, para avaliar o processo inicial da remogédo da cor de
efluentes aquaticos, que se desenvolveu em duas etapas; a biosor¢cdo e a
biodegradacéo.

Os corantes utilizados foram “Acid Alizarin”, “Acid Blue 25”, “Acid
Blue 297, “Acid Blue 40", “Acid Red 44", “Acid Red 114", “Acid Red 151", “Acid
Yellow 25", “Direct Violet 517, “Direct Red 23", “Erythrosine B” e “Procion Red
MX-5B”. Dentre estas as que apresentaram uma caracteristica basica, de maior
diferenciagdo colorimétrica apdés 120 horas de contato, foram analisados
quanto as suas capacidades biosortivas. Os resultados demonstraram que as
biomassas autoclavadas removeram mais corante do meio, do que as
biomassas nao autoclavadas; a medida que o valor de pH aumentou, diminuiu
a capacidade de remocé&o dos corantes.

Com as melhores condicdbes de remocédo no teste de
biosortividade, isto €, pH 2,50; foi realizado o estudo da aplicabilidade das
equagdes das isotermas de Freundlich e Langmuir.

Foi feita interacdo “corante-parede celular” e outra “corante-
corante”, como ficou evidenciado nos coeficientes de correlagdo da isoterma de
Freundlich (multicamadas de moléculas de corante sobre o substrato
adsortivo), em detrimento a de Langmuir, que sé admite a interacéo “corante-

parede celular” (monocamada de moléculas de corante sobre o substrato).



O estudo da biodegradacao foi possivel a partir dos espectros no
Ultra-Violeta (UV) e Visivel (Vis), e Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR). As principais modificagbes estruturais de cada corante puderam ser
presumidas pelos deslocamentos de picos no UV-Vis, ou de deslocamento e
aparecimento de bandas em FT-IR. Nos espectros de UV-Vis foi possivel
estabelecer o grau de remocao do corante por biosor¢ao, seguido, apdés um
tempo mais longo de contato, do inicio de processo biodegradativo; em que
ficou caracterizado, principalmente, o aparecimento de bandas, indicando a
presenca de aminas primarias, apos 120 horas de contato. Deste modo, pode-
se deduzir que o fungo apo6s esgotar sua fonte de carbono decorrente do
inbculo, recorreu a fonte de carbono alternativo, vindo do substrato mais
proximo, ou seja, das moléculas de corantes.

No estudo da tolerancia ficou evidenciado que todos os corantes
estudados apresentaram fatores que provocaram uma diminui¢édo da producao
de biomassa, contudo, foi possivel com a determinacdo da Concentracao
Efetiva (ECso), que caracteriza a inibicdo ou mortalidade de 50% dos
organismos testados, para saber o grau de toxicidade destes corantes. Os mais
téxicos foram “Procion Red MX-5B” em pH 2,50; seguido do “Acid Red 151” em
pH 2,50. Menos toxicos foram “Direct Red 23" no pH 6,50 e “Erythrosine B” no
pH 4,50.



ABSTRACT

In this research Neurospora crassa 74A in its paramorphogenic
form was used to evaluate the initial process of the dye removal from water
effluents, which was carried out in two steps; biosorption and biodegradation.

The dyes used were: Acid Alizarin, Acid Blue 25, Acid Blue 29,
Acid Blue 40, Acid Red 44, Acid Red 114, Acid Red 151, Acid Yellow 25, Direct
Violet 51, Direct Red 23, Erythrosine B and Procion Red MX-5B.

Those that showed a basic characteristic of major colorimetric
differentiation after 120-hours contact, their biosorptives capacities were
analyzed. The results showed that the autoclaved biomass removed more dye
from the medium than the non-autoclaved biomass; as the pH value increased
the dye removal capacity decrease.

With the best removal conditions in the biosorptive test, that is, pH
2.50, an applicability study of the isothermal equations of Freundlich and
Langmuir was performed.

An interaction of “cellular wall-dye” and the other “dye-dye” was
done, as it was proved in the correlation coefficient of the Freundlich isotherm
(multi layers of the dye molecules on the adsorptive substrate), in detriment to
the Langmuir isotherm, just the interaction “dye-cellular wall” is admitted (mono
layers of the dye molecules on the substrate).

The biodegradation study was possible from the spectra in
Ultraviolet (UV) and Visible (Vis), and the Fourier Transformed in Infra Red (FT-



iR). The main structural modifications of each dye could be presumed by the
displacement of the peaks in the UV-Vis, or the displacement and bands
appearance in FT-IR. It was possible to establish in the UV-Vis spectra a dye
removal degree through biosorption, soon after a longer contact time between
the microorganism and the dye, beginning the biodegradative process. In which
it was mainly characterized the band appearance, pointing out the presence of
primary amines after 120-hours contact. Thus, it can be deduced that the
fungus after exhausting its carbon source due to the innoculum, it came after
the alternative carbon source, coming from nearer substrate, that its, the dye
molecules.

The tolerance study showed that all dyes presented factors, which
induced a decrease in the biomass production; however, it was possible to
know the toxicity of the dyes because of the determination of the ECso. The
most toxics were (Procion Red MX-5B at pH 2.50); followed by (Acid Red 151 at
pH 2.50). The less toxics were (Direct Red 23 at pH 6.50) and (Erythrosine B at
pH 4.50).
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1. INTRODUGAO

As mais bonitas imagens da Terra, aquelas que sédo agradaveis
aos olhos, a imaginacao, as que sao um convite ao relaxamento, sempre tém a
agua em sua composicao: as ondas do mar, as cachoeiras, um riacho
cristalino, a neve sobre as montanhas, os lagos espelhados, a chuva caindo
sobre as plantas, o orvalho, entre outros.

A agua é um elemento essencial a vida. Mas, a agua potavel nao
estara disponivel infinitamente. Ela € um recurso limitado. Parece inacreditavel,
ja que existe tanta agua no planeta.

A quantidade de agua existente no planeta ndo aumenta nem
diminui. A abundancia de agua é relativa. E preciso levar em conta os volumes
estimados de agua acumulados e o tempo médio que ela permanece nos
ambientes terrestres.

Agua também se encontra ameacada pela poluicdo, pela
contaminagdo e pelas alteragbes climaticas que o ser humano vem
provocando. Além do perigo que representa para a saude e bem-estar do
homem, a degradagcdo ambiental é apontada pela Organizacdo Mundial de
Saude como uma importante ameaca ao desenvolvimento econémico.

O descarte de compostos toxicos nos sistemas aquaticos
representa um problema ambiental crescente, envolvendo um impacto

ecologico na agua e efeitos potenciais na saude do homem.



As fontes naturais de agua tém sofrido grandes agressdes com o
avancgo do mundo moderno. InUmeras sao as causas diretas desta lamentavel
realidade, entre elas, destacamos as instalagdes industriais téxteis. Estas
contém grandes concentragdes de compostos coloridos e por esta razéo, sao
facilmente visiveis ao penetrar em corpos d'agua. A liberacdo destes
compostos, normalmente toxicos, representa um dos maiores problemas
ambientais, pois, tais substancias apresentam alta persisténcia no meio
aquatico, devendo-se a composi¢cdo quimica que envolve normalmente anéis
aromaticos, ligacdes azoicas, aminas e grupos sulfénicos. Estes fatos conferem
aos efluentes téxteis contendo corante, um lento processo de biodegradacao
natural, além disso, estes compostos e seus residuos apresentam um potencial
toxico capaz de provocar problemas mutagénicos, carcinogénicos ou
bioacumulativos nas cadeias alimentares, inclusive para o homem, que
posteriormente venha a fazer uso dessas aguas.

Vérios estudos tém sido realizados no sentido de descobrir
microrganismos que sejam capazes de adsorver e/ou degradar tais corantes
removendo-os, portanto, do meio em que se encontram.

Os corantes que demonstraram maiores tendéncias a degradacgao
foram analisados, de forma particular, alguns fatores como: A biosor¢do em
diferentes valores de pH, tanto para as células vivas como autoclavadas, as
equacgdes das isotermas de adsorcdo, e o0 grau de tolerancia ao
desenvolvimento do fungo em diferentes concentragdes dos corantes
selecionados, frente as melhores condicbes de desenvolvimento da biomassa

fungica.

OBJETIVOS: Este trabalho visou a utilizagédo de Neurospora crassa linhagem
74A, em sua forma paramorfogénica (“pellets”), para promover a remogao e a

biodegradacgéo de alguns corantes azoicos e nao azdicos em solugdo aquosa.
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2.1. Corantes azodicos

Alguns microrganismos tém recebido grande atencao, quanto a
sua capacidade e habilidade no processo de descoloragdo de efluentes de
industrias téxteis. Descoloragdo microbiana de corantes foi o método mais
eficiente para remover poluentes do meio ambiente. (BANAT, 1996).

Dentre os compostos produzidos pela sintese quimica, temos o
numeroso grupo dos compostos azo, que envolvem muitas moléculas de
corantes. Essas substancias, se por um lado promovem o bem estar social e
psicologico do homem, por outro lado, acarretam mudancgas ecoldgicas e
sanitarias nos recursos hidricos, no solo e na atmosfera. (ANGELIS, 1982).

Entre os varios grupos de corantes estdo os compostos azdicos
que sao sintetizados a partir de compostos aromaticos. Estes apresentam na
maior parte das vezes alta persisténcia a degradacéo e séo dispersos pelas
aguas dos efluentes e esgotos das industrias que os sintetizam ou utilizam.
(TRINDADE et al., 1986).

Geralmente os corantes azos contém entre uma e quatro ligacdes
azo (-N=N-), ligando radicais fenil e naftil que sdo usualmente substituidos com

algumas combinagbes de grupos funcionais incluindo: amino (-NH), cloro (-Cl),
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hidroxi (-OH), metil (-CHs3), nitro (-NO;), acido sulfénico e sais de sédio-:
(SOsNa). (SHAUL et al., 1986).

O tratamento dos efluentes provenientes de industrias téxteis
inclui varias etapas, dependendo do tipo de fabricacao e matéria-prima, para se
obter um efluente tratado, que atenda a legislacdo em vigor. As principais
etapas aplicadas as estagcdes de tratamento de efluentes téxteis sao:
equalizacdo, corregcdo de pH, coagulagao/floculacdo, sedimentacao/flotacao,
filtracdo e tratamento biolégico. Cada uma dessas etapas compde uma fase
importante da Estacdo de Tratamento de Efluentes, o que garante a
performance da mesma, HALLER (1993).

Culturas anaerbbias e aerbbias capazes de remover a cor em
amostras de efluentes téxteis foram isoladas, depois de promover
enriquecimento da cultura de amostras de efluentes téxteis. A remocéo da
coloracao de alguns componentes de corantes do efluente e de uma mistura de
corante foi realizada sob condi¢cdes de aerobiose, indicando que a bactéria foi
capaz de quebrar grupos croméforos nas moléculas de corante. Em condigbes
anaerobias os corantes permaneceram sem nenhuma mudanga na cor, BANAT
et al., (1996).

2.1.1. Classificacao dos corantes

(Encyclopedia of Chemical Technology, 1979).

Corantes acidos: sdo corantes anidnicos soluveis em agua, para aplicagdo em

nylon, seda, acrilicos modificados e la. Sado também usados em papel,
alimentos e cosméticos. Os membros originais desta classe tém um ou mais
grupos acidos sulfénicos ou carboxilicos em suas moléculas. Quimicamente
consistem de compostos azo, antraquinonas e triariimetanos em compostos

azina, iminocetona, nitro, nitroso e quinoline.

Corantes basicos: sao corantes catidnicos soluveis em agua para aplicagédo em

acrilicos modificados, nylons modificados, poliésteres modificados e papel.

Produzem cations coloridos em solugdo, e suas principais classes quimicas
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sao azo, antraquinona, triariimetano, metano, thiazine, oxazine, acridina e
quinolina. Alguns corantes basicos tém atividade biolégica e sdo usados na

medicina como anti-sépticos.

Corantes diretos: sao corantes anibnicos soluveis em agua quando na

presenca de eletrdlitos (sais que aumentam sua afinidade pela fibra), e em
solugédo aquosa sao substantivos para fibras celul6sicas, ndo necessitando de
mordentes. Seu principal uso € no tingimento de algoddao e -celulose
regenerada, papel, couro e em menor extensdo para nylon. Muitos sé&o

compostos azo, com tiazois, ftalocianinas e oxazinas.

Corantes dispersos: sdo noniénicos substancialmente insoluveis em agua para

aplicacdo em fibras hidrofébicas de dispersdo aquosa. Sao usados
principalmente em poliéster, nylon, diacetato de celulose e fibras acrilicas. Seu

transporte pela fibra € na forma dissolvida monomolecularmente.

Fluorescentes (brighteners), xantenos: grupos dos xantenos sdo compostos

sem cor, que absorvem luz Ultravioleta (UV) incidente, e remitem na regiao
visivel (azul), do espectro. Estritamente falando, ndo séo corantes, mas devido
sua ampla aplicagdo em tecidos e outros materiais, o Colour Index fez sua
classificagdo. Produzem seu efeito Optico pela adigdo de luz para a parte visivel
da radiacao, refletida dele ou transmitida pelo substrato. No caso dos corantes,
o efeito éptico é devido a remocédo, por absorcao, de alguns comprimentos de

onda da luz incidente.

Corantes reativos: formam ponte covalente com a fibra, normalmente algodao,

& ou nylon, com grupo compativel hidroxila de celulose. Esta classe de
corantes foi primeira introduzida comercialmente em 1956 e tem grande
propriedade de fixacdo por métodos simples de tingimento. Uma marcante
vantagem sobre os corantes diretos € que sua estrutura quimica é muito

simples, seu espectro de absor¢do apresenta estreita faixa de captacdo e o
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tingimento possui caracteristicas brilhantes. As principais classes sédo azo,

antraquinona e ftalocianinas.

Corantes sulfurosos: sédo aplicados ao algoddo apdés banho de redugéo

alcalina, com sulfito de s6dio como agente redutor. Numericamente € um grupo
pequeno. Contudo, o baixo custo e suas boas propriedades de fixagcao tornam

esta classe importante, devido ao ponto de vista econémico.

Corantes vat: sao insoluveis em agua e sao aplicados principalmente em fibras
celulésicas, como sais leuco-soluveis, apos redugdo em banho alcalino,
normalmente com hidrossulfito de sédio. Seguindo a exaustdo na fibra, sédo
reoxidados para a forma ceto-insoluvel e apds tratamento, normalmente por
soda, desenvolve estrutura cristalina. As principais classes s&o antraquinonas e

indigos.

Precursores de corantes: sao obtidos de materiais crus e simples como

benzeno e naftaleno, por uma variedade de reac¢des quimicas. Normalmente os
materiais crus sao compostos aromaticos ciclicos e derivados de 2 fontes

principais: petréleo e carvao (alcatréo, breu).

2.2. Adsorgao

O emprego da biotecnologia na area téxtil, principalmente no que
se refere a protegcdo ambiental, trouxe novas idéias e iniciativas relevantes
como a utilizagdo de microrganismos no tratamento de efluentes para a
remocé&o da coloragdo, compostos toxicos e metais pesados, (USSMAN, 2001).

Comparando a biosorcédo de varios corantes azdicos por lodo
ativado, DOHANYOS et al., (1978), estabeleceram uma série de fatores que
influenciavam este fenémeno. Quanto maior o tamanho da molécula do corante

€ quanto mais grupos azo e hidroxilas presentes, maior é a adsor¢ao e maior o
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numero de grupos sulfato na molécula, maior a capacidade do lodo ativado em
adsorvé-la.

TRINDADE et al., (1986), observaram a remoc¢édo dos corantes
azobicos Amaranto e Crisoidina por culturas puras de trés espécies de leveduras
crescidas em meio soélido de malte acrescido de meio mineral minimo e
demonstraram que Rhodotorula mucilaginosa conseguiu remover niveis
maiores do corante Amaranto dentre as trés espécies estudadas. A adsorgao
maxima atingida por tal espécie foi de 99% do total de corante utilizado. Por
outro lado, Rhodotorula. longissima foi a que se apresentou mais eficiente na
remogao de Crisoidina, sendo seu nivel maximo de remogéo de 55%.

CORSO et al., (1996), realizaram um trabalho com a meta de
substituir o carvao ativado por biomassa microbiana. Os autores utilizaram
Saccharomyces cerevisiae, que € um subproduto descartavel dos processos
fermentativos da industria, sendo uma promissora matéria-prima para remogao.
Esta biomassa foi ativada por ultra-som em diferentes condigdes de irradiagdo
ultra-sénica, tomando como referéncia a estimativa de remocéo total do corante
reativo “Procion Blue”.

Um fungo isolado, Aspergillus foetidus foi avaliado como eficiente
na remog&o de cor, no meio contendo corantes azos reativos. O processo de
remoc¢ao foi maior que 95% em 48 horas de interacdo biosortiva, quando
utilizada biomassa pelletizada. Este fungo também foi capaz de remover a cor
do meio contendo misturas de corantes, numa taxa de 85% em 72 horas de
crescimento, SUMATHI e MANJU (2000).

Em experimento que visava estudar a biosor¢do de corantes por
lodo ativado, PAGGA e BRAWN, (1986), determinaram que altas
concentragdes de Ca’ na solucdo em que se desenvolvia tal processo,
aumentavam o poder de biosor¢do do lodo pesquisado, enquanto baixas
concentragdes de Ca’™ tinham o efeito oposto. Foi sugerido, entdo, que os ions
Ca'", presentes na superficie das células, ligar-se-iam as partes da molécula
dos corantes carregadas negativamente, propiciando assim um aumento da
biosor¢cdo. Outro mecanismo proposto para a remoc¢ao de tais corantes foi a

precipitacdo destes com os ions Ca™".
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Estudando a biosorcdo e a biodegradacdo de dois corantes
azdicos reativos por diferentes tipos de lodo ativado, GANESH et al., (1994),
verificaram que um dos corantes contendo grupo vinil sulfona apresentava
acentuada biosorc¢édo, associada a algum grau de biodegradacéo aerobia. Estas
conclusdes foram obtidas devido aos decréscimos na absorbéncia da solugao
corante/biomassa e de Carbono Orgénico Total (COT). O corante é biosorvido
em altos niveis devido a caracteristica hidrofébica do grupo acima mencionado.
Por outro lado a forma hidrolisada, ou seja, idnica, desse mesmo grupo é
biosorvido em menores niveis que no primeiro estudo, o que demonstra que a
biosorgao, nesse caso, aumenta com a diminuicdo de polaridade da molécula
testada.

Existem estudos relacionados a metais pesados também, neste
sentido FOUREST e ROUX, (1992), estudando o fenébmeno da biosorgéo de
quatro metais pelo fungo micelial Rhizopus arrhizus, afirmaram que a biosorcao
€ baseada em algumas premissas, podem ser por exemplo os ions metalicos
que sado quimicamente adsorvidos em numero fixo de sitios bem definidos.
Cada sitio liga-se a um ion, todos os sitios sdo energeticamente equivalentes e
nao ha interagao entre os ions adsorvidos e os sitios vizinhos.

Experimentos de biosor¢cdo em grande escala foram feitos para
uma série de linhagens fungicas selecionadas, para efeito de remocédo de
diferentes metais e concentracdes de biomassa. A biosorcdo de Pb** foi
fortemente afetada pelo pH. A biomassa fungica de Mucor rouxii atingiu sua
maior capacidade adsortiva em pH 6,0 e a biomassa estimada foi 769 mg/g na
equacgao de Langmuir. (WH et al., 1999).

KAPADAN et al.,, (2000), utilizaram a biomassa fungica de
Coriolus versicolor na biosorgao do corante reativo Turquesa Blue-G. O pH 4,5
foi 0 mais adequado. Compararam-se também, fontes de carbono, nitrogénio e
glicose, para promover melhor desempenho na remocgdo da cor. Em
concentragbes acima de 500mg/L observaram remocao parcial da cor, abaixo
desta concentragcdo ocorreu remocao total da coloragéo.

MANU e CHAUDHARI, (2002), estudaram a descoloragdo em

LI

bioreatores, dos corantes azodicos “Orange II”, “Black 3HN”, em condi¢cbes de
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anaerobiose, temperatura ambiente, pelo periodo de 10 dias. Os dados indicam
que, para o corante “Black 3HN”, a metanogénese foi inibida sob
concentragdes altas destes corantes, superior a 400 mg/L.

CHRISTOV et al., (1999), utilizaram a biomassa fungica de
Rhizomucos pusillus como adsorvente da coloracéo de efluente, que continha
uma fracado de 50% de compostos coloridos, notando que ocorria atividade de
descoloragao parcial, o que sugeria se tratar de uma remo¢ao quimiosortiva

destes compostos.

2.3. Biodegradagao

A degradacao bacteriana é um aspecto relevante dos de estudos
de biodegradacgéo de corantes azdicos. A habilidade para biodegradar corantes
azobicos tem sido encontrado em Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus,
Rhodococcus, Shigella e Klebisiella, Porém, em condigcbes de aerobiose os
corantes azoicos mostram-se mais resistentes ao ataque bacteriano. (HU,
1998).

No que se diz respeito a produgao de proteinas e enzimas, a
partir da biodegradacédo pela agado microbiolégica, CAMBRAIA et al., (2000),
utilizou Rigidoporus lignosus para a producéo de lacase, a enzima foi purificada
e comparada com parametros pré-determinados. Constatou-se que o efeito do
pH, temperatura e solventes organicos alterava as condi¢cdes de estabilizacéo e
atividade desta enzima. Os resultados indicaram que a produgao e purificacao
desta proteina extracelular, produzida por este fungo, pode ser amplamente
utilizada em aplicagdes biotecnologicas.

WANG e YU, (1998), realizaram um trabalho de adsorcédo e
biodegradagé&o de corantes sintéticos, utilizando micélio fungico de Trametes
versicolor, concluindo que na primeira hora de interacao corantes-hifas, ocorreu
adsorgao e que, a capacidade e afinidade de adsor¢cdo dependem da estrutura

individual de cada corante. Observaram também que, as hifas saturadas de
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corantes podem ser regeneradas por processos fisicos e degradacao
enzimatica para préximos processos biosortivos.

T. versicolor produz um pouco de enzima extracelular em sua fase
primaria de crescimento, mas liberando enzimas como metabolismo secundario
em uma fase estacionaria. Estas enzimas desempenham um papel
fundamental na degradacdo dos corantes, elevando a uma descoloragéo do
efluente da industrial téxtil. (WANG e YU, 1998).

AZMI et al., (1998), relataram a biodegradacgéo do “Crystal Violet”
por Phanerochaete chrysosporium. Em cultura liquida o corante Violet
desapareceu, porém, outros subprodutos surgiram. Ainda afirmaram que o
sistema lignolitico € responsavel pela degradacao do corante Crystal Violet,
entre outros corantes tri-fenil-metano.

A aplicagdo da constante de Michaelis é utilizada para se
determinar a velocidade maxima da reacdo do corante utilizado por hora.
WALKER e WEATHERLEY, (2000), sugerem que trabalhos futuros nesta area
devam envolver analises quimicas dos produtos biodegradados, para confirmar
a biodegradacao e também o efeito da concentracédo de oxigénio dissolvido
(OD) na biocinética. Também afirmam que, a adsor¢ao fisica do corante ocorre
na primeira hora e que a partir disto, sugere-se o inicio da biodegradacgao.

ZISSI e LYBERATOS, (2000) afirmam que a oxidacao biologica
de corantes azdicos é muito importante no tratamento de efluentes industriais,
pois a maior parte destes corantes é prejudicial para o meio ambiente, e
encontram-se presentes na industria téxtil. Baseados nesta afirmacéao fizeram
uma pesquisa com efluente da industria téxtil, para avaliar o poder de
biodegradacgé&o do Bacillus subtilis, em crescimento no meio sintético, pois esta
bactéria é capaz de utilizar nitrito ou nitrato sob condi¢ées de anaerobiose. A
degradacdo de p-aminoazobenzeno por Bacillus subtilis foi avaliada para
elucidar o mecanismo de degradagcdo do corante azdico. Os resultados
comprovaram que esta bactéria co-metaboliza p-aminoazobenzeno sob
condi¢bes de desnitrificacdo, estando na presenca de glicose como fonte de

carbono, produzindo anilina e p-fenilenodiamina.
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ZEE et al., (2001), aplicaram lodo ativado em camara laminar de
fluxo ascendente, em condi¢cdes anaerodbias, em 20 tipos de corantes azoicos.
Conseguiram redugdes significativas da coloragdo. O experimento ocorreu em
tempos que variaram de 1 a 100 horas. Como no lodo havia presenca de
sulfeto, acompanharam 8 corantes no possivel processo de descoloracao
quimica. Os resultados indicaram reduc&o na coloragao, possibilitando uma
remoc¢ao pela biomassa, embora atribuida a reagao extracelular ndo especifica,
ou seja, a uma possivel biodegradacéo.

KIRBY et al, (2000), utilizaram Phlebia tremellosa na
descoloragcdo de 8 corantes téxteis sintéticas (200 mg/l), alcangando uma
reducdo superior a 96% dentro de 14 dias, sob condi¢des de incubagéo
estacionarias. Analise em cromatografia liquida do sobrenadante indicou que
Preto Remazol foi degradado pelo fungo, porém, ndo ocorreu completa
mineralizagdo. Ocorreu também atividade de Lacase no sobrenadante de
cultura com 5 dias de acompanhamento, quando o fungo foi desenvolvido na
presenca de um efluente téxtil artificial.

Dois metabdlitos foram submetidos a transformag¢éo microbiana,
um alcool e “dehydropinguisenol”, usando Aspergillus niger e Aspergillus
cellulosae. Destas estruturas foram estabelecidas 10-oxo-lejeuneapinguisenol e
lejeuneapinguisenol como base de analise dos dados em espectrofotometro. O
ultimo composto foi obtido apés 4 e 9 dias de incubagédo com A. cellulosae a
30°C e 25° C, respectivamente. Uma possibilidade de formagdo desse
composto € discutida juntamente com, a atividade antimicrobiana dos fungos
utilizados. (LAHLOU et al., 2000).

A biodegradacdo e descoloracédo de corantes azdicos foram
investigadas por CHU e YIZHONG, (1999). A remocéo dos corantes “Reactive
Yellow KD-3G”, “Red Reactive 15”, “Red Reactive 24”, “Blue CationicX-GRL”
como indicador, ocorreu em solugdo aquosa, atingindo até 90% de
descoloragdo com 20-30 minutos de tratamento fotolitico. A Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) aumentou, enquanto que, a Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO) e Carbono Orgéanico Total (COT) diminuiram. A associagao

de fototratamento e biodegradagao apresentou-se eficiente na remogéo da cor.
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A remogao de corantes téxteis pela reutilizagdo de lodo ativado,
no processo de coagulacédo foi estudado e otimizado por CHU, (2001). Este
processo néo foi indicado para a remogéao de corantes hidrofobicos, devido a
alta concentragcdo destes corantes no meio, o0 que resultaria numa ma
qualidade da agua durante o processo de purificagéo.

MARTINS et al., (2001), realizaram um experimento visando a
biodegradacédo de corantes azoicos téxteis por Phanerochaete chrysosporium.
Através dos resultados observou-se que a concentragdo de agucar, estrutura
do corante e a concentragdo do corante utilizado interferem no processo de
biodegradacéo.

Também concluiram que, a bioaceitagcdo dos corantes téxteis
azdicos por cultura de Phanerochaete chrysosporium, indicaram que a medida
que se diminui a concentracao do agucar glicose no meio, diminui a biomassa
fungica, sendo que a absorbéncia maxima dos corantes esteve diretamente
ligada a concentracao de agucar presente no meio.

VITOR (2005), realizou estudo sobre a biodegradacao do corante
“Direct Violet 51” por Candida albicans, comprovando que um dos sitios mais
vulneraveis na estrutura deste corante e provaveis de rompimento, sdo as
ligagbes de nitrogénio nas aminas secundarias. Estas poderiam passar para
aminas primarias e nas ligacdes azo terciarias que também poderiam passar
para primarias em processo de reducgdo, o que é mais favoravel em valores de

pH baixos.

2.4. Espectrofotometria de Infravermelho

MARIEY et al.,, (2001), utilizaram espectrofotometria em FTIR
para discriminar, classificar e identificar microrganismos. O método obteve
sucesso para se determinar estudos a respeito de taxonomia classificatéria e

discricao da susceptibilidade a antibiéticos.
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ORSINI et al.,, (2000), descreve leitura em FTIR para analise
biomassa crescida em meio de cultura diversificada, e afirmam que a banda em
2343 cm™ é caracteristica da presenca de CO2.

BHANORI e VENKATESWERLU, (2000), realizaram um estudo
sobre o complexo quitina-cadmio em Neurospora crassa utilizando FTIR
(Infravermelho com Transformada de Fourier) e observando a alteragao da
parede celular deste fungo.

SURESH e SUBRAMANYAM, (1998), isolaram parede celular de
Neurospora crassa para um estudo de FTIR, visando a comparacéo e analise
do micélio fungico, na presenga ou auséncia de quantidades toxicas de cobre.

KAMNEV et al., (1997), quantificaram atravez de FTIR, o
crescimento celular da bactéria Azospirillum brasiliense, fixadora de nitrogénio
do solo, na presengca de quantidade elevada de metais pesados. A analise
estrutural da parede celular foi obtida, juntamente com resultados fornecidos
pela espectrometria de absorgao atémica.

GALICHET et al.,, (2001), afirmaram que quando se analisa
biomassa por FTIR, os espectros das bandas s&o diferenciados, de acordo
com a variagao da linhagem microbiana.

Espectrofotometria de Infravermelho também pode ser aplicado
na quantificagdo simultdnea de B-frutofuranosidade e glicana, presentes no
inicio da produgdo enzimatica foram encontrados por SCHINDLER e LENDI,
(1999). A aproximagdo é baseada na evolugdo quimiométrica medida em
espectro Infravermelho, com transformada de Fourier (FTIR). Duas areas pré-
estabelecidas foram utilizadas como modelo de calibragéo. O primeiro modelo
foi calculado da reacéo mistura apds a agédo padrao das duas enzimas. A outra
foi obtida apds a mistura do substrato (maltose e sacarose) e produtos (frutose
e glicose), sem a acao enzimatica. O estabelecimento do 2° modelo realizou-se
mais rapido, como se espera de uma acédo enzimatica. Ambos os modelos
apresentaram resultados comparativos, tendo 0-2,0 U/mL de cada enzima, com
erros entre 0,08 e 0,05 U/mL.

2.5. Neurospora crassa
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A producgdo enzimatica do complexo celular em fungo N. crassa
foi estudada por ROMERO et al.,, (1999), que observaram os efeitos de
temperatura, pH inicial, producédo de beta — glucosidase, atividade extracelular
e proteina micelial. Quando a temperatura era de 25° C diminui a producao
enzimatica, considerando que o valor de proteina micelial era mais alto.
Mudancgas no pH inicial induzem a diminuigdo da produg&o de enzimas, porém
o crescimento fungico é favorecido. (ROMERO et al., 1999).

SU e HE (1997), realizaram estudos com o objetivo de produzir
enzimas extracelulares, a partir de pellets fungicos mantidos em reatores,
observando o tempo de retencéo celular. Neurospora crassa foi utilizada como
parametro para este sistema, onde se avaliou a produgdo enzimatica
extracelular e acido fosférico. Os pellets fungicos foram cultivados em reator
com sucesso por 30 dias, apos este periodo iniciou-se uma fase de limitagéo
fosférica, reduzindo sua taxa.

THEVISSEN et al.,, (1999), realizaram ensaios baseados em
Sytox verde, um composto organico que fluoresce sob a interagdo com acidos
nucléicos e membranas plasmaticas, para investigar a permeabilizacdo da
membrana fungica. A permeabilizacdo da membrana induzida por defensivos
de plantas em Neurospora crassa dependeu da dose utilizada. Os elevados
niveis de defensivos (10 para 40 uM) foram detectados forte permeabilizagéo,
que pode ser facilmente suprimida pelo cation do meio. Esta permeabilizacao
demonstra a interacéo direta de peptideo-fosfolipideo. Em niveis menores de
defensivos (0.1 para 1 uM), ocorre uma fraca resisténcia catibnica na

permeabilizagao.

2.6. Paramorfogénese quimica em Neurospora crassa

L-Sorbose foi extensivamente usada para induzir o crescimento
colonial em Neurospora crassa que é geneticamente mono-colonial,
descobrindo assim, o efeito de paramorfogénese, atravez de estudos
realizados por TATUM et al., (1949). Um método direto para determinar as

regibes de mutacado na Neurospora foi testado somando 1.0% sorbose e 1.0%
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sacarose no meio de incubagdo, assim a mono—colénia selvagem de
Neurospora poderia ser usada. Quando foram executados experimentos sob
estas condi¢cdes, a viabilidade esperada do indculo ndo foi obtida. Esta
observacéo conduziu a estudos mais detalhados no qual a Neurospora crassa
linhagem 74A, foi utilizada para testar a influéncia de varios fatores que
poderiam efetuar a viabilidade da colbnia crescida no meio. (SERRES, 1962).

EL-SHAFEI, (1997), utilizou L-sorbose para testar seus efeitos no
crescimento, morfologia do fungo patogénico Aspergillus fumigatus. L-sorbose
induz colénias paramorfogénicas neste fungo. A colénia fungica cresce de
maneira limitada e a hifa mostra-se morfologicamente diferente, sendo mais
acentuada, a medida que se aumenta a concentragcdo deste agucar. A taxa de
crescimento especifico e o rendimento de seu peso diminuiram de 11,5 e 21%,
respectivamente, com adicdo de 1% de L-sorbose. A adicdo de 0,5% de
sorbose as culturas de Aspergillus fumigatus disputaram com Micrococcus sp o
aumento da atividade B-glucanase e atividade da parede celular, mas decaiu a
atividade de quinase. Apds 48 horas de incubacdo a atividade da quinase
comegou a aumentar, acompanhada de um decréscimo na glucanase e nas
atividades da parede celular, chegando ao maximo depois de 4 dias de
incubacao.

JESUS, (2001), desenvolveu uma pesquisa sobre a remogao de
corantes azobicos pela forma paramorfogénica de Neurospora crassa,
comparando a eficiéncia das células autoclavadas e vivas, concluindo-se que
para o processo biosortivo, as células autoclavadas sao mais eficientes, sendo

necessaria uma menor quantidade de biomassa para promover a remogao.

2.7. Tolerancia

Muitos trabalhos na literatura ja foram realizados, a respeito da
tolerancia de diferentes tipos de organismos, principalmente com metais
pesados, por exemplo, BAKER (1987); BAKER e WALKER (1989) e MEHARG

(1994). Apesar do conhecimento que se tem hoje a respeito do fato de fungos
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crescerem ou se manterem vivos em locais com alta concentragcdo de metais,
ainda ndo se tem um estudo detalhado.

Os termos sensitividade e tolerancia ao potencial toxico de
metais, sdo usados para definir o grau de modificagbes no desenvolvimento de
microrganismos, quando crescem em diferentes concentragdes de poluentes.
Alguns autores, contudo, definem cada um deles de maneira distinta, segundo
HARTLEY et al., (1997a), “Sensitividade” pode ser definida como ma variagao
da resposta a metais encontrada em uma variedade selvagem, quando ela &
colocada para sobreviver em uma concentragcao do metal que ela usualmente
ndo esta acostumada. “Tolerancia” é definida como sendo uma adaptagao
genética que tenha ocorrido nesta espécie, para poder crescer em ambientes
com altas concentragcbdes do metal.

Estes termos, porém, continuam sendo utilizados sem estas
definicdes nos diferentes trabalhos encontrados na literatura.

No caso de tolerancia em relagéo a corantes, ainda é um campo
qgue se inicia, uma vez que, trata-se de pesquisa néo ligada especificamente a
microbiologia do solo, a qual direciona o estudo da relagédo
metal/microrganismos com mais intensidade.

GLENN e GOLD (1983), utilizaram o fungo basidiomiceto
Phanerochaete chrysosporium, na degradacdo de alguns corantes. Os
resultados indicaram que este fungo reduz a intensidade de cor do corante
estudado (Poly R), quando submetido a analises de absorbancia, esta diminuia
significativamente. Estabeleceu-se uma razédo originada do decréscimo
proporcional da intensidade da cor, com as mudangas provocadas na
resisténcia de sobrevivéncia do fungo a este meio adverso.

COLPAERT et al., (2004), realizaram estudo de adaptacéo de
populagdes fungicas de Suilloid, retirada de florestas de pinos, em 14 locais
diferentes, na presenga de Zinco (Zn). Entre as espécies avaliadas, Suillus
luteus foi a que apresentou maior adaptacdo genética aos gradientes de
poluicao pelo Zn, ou seja, revelou Concentracéo Efetiva (ECsp) maior que as

demais espécies testadas.
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HARTLEY et al., (1997b), avaliou a interacdo téxica de alguns
ions metalicos frente a producdo de biomassa fungica ectomicorrizal.
Determinagbes significativas ocorreram nesta relacdo, com variagdes inter-
especificas de sensitividade para os ions Cd** e Zn** e Pb?* e Sb%,
individualmente provocaram pequeno efeito sensitivo. A influencia do Zn2+
variou de acordo com as espécies de ectomicorrizas, dependendo da

concentragcédo de metal testada.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo utilizado: Neurospora crassa linhagem 74A.

3.2. Manutengéao de cultura de Neurospora crassa linhagem 74A.

Vidrarias: de uso comum em laboratério.

Aparelhos: mesa rotatéria modelo EMAAQ da Equilabor, filtro acoplado a
bomba a vacuo (Primar, modelo 141), autoclave FABBE modelo 104 C, estufas
de cultura Fanem modelo 315, microscoépio optico Carl-Zeiss, pHmetro Digimed
modelo DMPH 2, balanga Mettler modelo P1000 e balanga analitica Mettler
modelo HET, refrigerador Continental 460L, Brastemp 280 I.

Meio YEPD:

€] [ToTo <T= YRR RTTRRTR 20,009
=T o) (o o = T 20,009
EXtrato de [€VEAUra..........oen i 10,00g
AGAN......cooeeeeeeeeeee e 18,00g

Agua deStilada 0.5.D......eoveeeeeeeeeee e 1000mL
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3.3. Revigoramento e preparo dos “pellets” de Neurospora crassa 7T4A.
Meios:

Meio de Vogel:

Solugao tragos de elementos:

ACIO CIIICO = HaO e, 5,009
A g1 1O Ve - D © TR 5,009
Fe (NHa)2 (SO4) = BH2O ...ttt e eeees 1,009
CUSO 4 - HoO e 0,259
MINSO4 = HoO e e e e e e e e aaae 0,05¢g
[ = 1 =T o o | o T 0,05¢g
N E= Y (o T @ R o R 0,059
HoO destilada g.8.p..ccvveieiieeeeee e 100,00mL

Solugao de biotina:
710 (1 = T 5,00mg
[ Y@ 0 [=TS] 1] F= To F= T = o J S 50,00mL

Solugao estoque de Vogel, (Vogel, 1956):

Citrato de Na. B HoO ... e 15,009
KH2P O 4.ttt a e 25,009
NHANO . ..ot e e e e e ae e e 10,009
MGSO4. TH2O ... e e e e e e e e e e e e e e e 1,009
(07 (07 N2 o Y © TS PRRPRR 0,50g
SOIUGEAO de BiotiNa.......ccoeiiieie e 0,5mL
Solugéo de tragos de elementos. ........ccooioiiiiiii s 0,5mL
AQUA dESHIAAA G.5.D- ... et 100,0mL

Adicionar 0,2-0,3mL de cloroférmio para guardar em refrigerador.
Para se preparar o meio de Vogel dilui-se 1 volume de solugdo estoque a
50,0mL com agua destilada (1:49).
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Cultura fungica: Neurospora crassa 74A foi mantida em Meio
YEPD a 4°C, por ocasiao de revigoramento da cultura (repiques) passou por
dois processos paramorficos: fisico, descrito por MARCANTI-CONTATO,
(1997) e quimico por TATUM et al., (1949).

FIGURA 2. Neurospora crassa 7T4A apos
pelletizacao

FIGURA 1. Neurospora crassa T4A
(crescimento normal)

A partir do meio YEPD com Neurospora crassa 74A, retirou-se
aproximadamente 1cm de micélio fuangico, que foi transferido para um
erlenmeyer contendo 10,00g de cilindros de vidro, solugdo estoque de Vogel,
agua destilada e sacarose; colocada em mesa giratoria 250rpm por 24h a 28 +
2°C. Decorrido este tempo, a suspensdo apresentou-se turva (hifas
fragmentadas), e transferiu-se 30,0mL desta suspenséo para outro erlenmeyer,
contendo solugéo estoque de Vogel, agua destilada, sacarose (0.05% - m/v),
frutose (0.05% - m/v) e sorbose (1.0% - m/v), permanecendo em mesa giratéria
250 rpm por 24h a 28+ 2°C, para possibilitar o crescimento e desenvolvimento
dos pellets miceliais. Passado este tempo, os pellets foram filtrados e lavados 3

vezes com agua destilada. Foi adicionada a suspensao 25ppm de quemicetina
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250,00mg para inibicdo bacteriana na razdo de 1:100, e guardada a baixa

temperatura para posterior emprego no processo de biosorgao.

Paramorfogénese Fisica

1 cm +/- micélio

Hifas fragmentadas

24h 28+/- 2°C mesa rotatoria

Filtrado e Lavado 3 x

Paramorfogénse Quimica

Apds 24 horas acrescentou sorbose (1%) e reteve-se em mesa

giratéria até completar 48 horas.

3.4. Corantes utilizados:

1. “ACID ALIZARIN” - A de leitura: 502,5nm; grau de pureza 65%; massa
molar: 366,33g/mol

2. “ACID BLUE 25”- A de leitura: 603nm; grau de pureza 45%; massa molar:
416,39g/mol

3. “ACID BLUE 29” - A de leitura: 602nm; grau de pureza 40%; massa molar:
616,50g/mol
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4. “ACID BLUE 40” - ) de leitura: 616nm; grau de pureza 50%; massa molar:
473,44g/mol

5. “ACID RED 44” - ) de leitura: 511nm; grau de pureza 80%; massa molar:
502,44g/mol

6. “ACID RED 114” - ) de leitura: 522,5nm; grau de pureza 45%; massa molar:
830,83g/mol

7. “ACID YELLOW 25” - ) de leitura: 389nm; grau de pureza 50%; massa
molar: 549,56g/mol

8. “DIRECT VIOLET 51” - A de leitura: 544,5nm; grau de pureza 50%; massa
molar: 719,71g/mol

9. “ACID RED 151” - A de leitura: 505,5nm; grau de pureza 40%; massa molar:
454.,44g/mol

10. “DIRECT RED 23” - A de leitura: 506nm; grau de pureza 30%; massa
molar: 813,74g/mol

11. “ERYTHROSINE B” - X de leitura: 523 nm; grau de pureza 90%; massa
molar: 879,87g/mol

12. “PROCION RED MX-5B”- ) de leitura: 536nm; grau de pureza 50%; massa
molar: 615,34g/mol

3.4.1. Preparo das solug¢des dos corantes
Vidraria: uso comum em laborat6rio

Aparelhos: balanga analitica Mettler H6T, refrigerador Cénsul 280 litros.
Espectrofotdmetros: Shimadzu UV-2401 PC e Metrolab modelo 1.700
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Cada um dos corantes foi pesado 1mg (pd), e colocados em baléo
volumétrico e ajustados para 100mL (Solu¢do Estoque), estando prontos para
analise. Concentragbes dos corantes variaram de 20 a 100 ug/mL, para analise
quantitativa, proporcionando a confecgéo das retas padrdes, em suas bandas
maximos de absorbancia, caracteristicos de cada corante estudado, para

confecgdo das retas padrées (Analise Quantitativa).

3.4.2. Testes de estabilidades dos corantes em diferentes valores de

Os corantes com concentragao inicial de 1mg/mL, foram diluidas
com agua destilada, os valores de pH ajustados para 2.5; 4,5 e 6,5 com H,SO,4
0,01Mol/L e NaOH 0,02Mol/L.

Varreduras espectrais com concentragdes de corantes variando
de 20 a 100ug/mL entre 200 e 800nm, foram realizadas, visando determinar os
comprimentos de onda maximos de absor¢dao de cada corante (Analise

Qualitativa).
3.5. Interagéo Biomassa/Corante
3.5.1. Analise Espectral no Ultra-Violeta (UV)

Os corantes em solugédo original e apdés 120 horas de contato
(sobrenadante), foram submetidos a analise em Espectrofotdbmetro Shimadzu,
no comprimento de onda de 200-350nm, com concentragdo inicial de 100ug/mL
e caminho 6ptico de 5mm.

3.5.2. Analise Espectral no Visivel

Os corantes em solugéo original e ap6s 120 horas de contato

(sobrenadante), foram submetidos a analise em Espectrofotdmetro Shimadzu,
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no comprimento de onda de 350-800nm, com concentrag¢ao inicial de 100

ug/mL e caminho 6ptico 5mm.

3.5.3. Isolamento da parede celular de Neurospora crassa
(BHANOORI e VENKATESWERLU, 2000, modificado).

As paredes celulares foram isoladas do micélio controle no tempo
zero hora e ap6s 120 horas de interagdo. As paredes celulares destas culturas
de corantes foram consideradas como corantes tratadas ou parede celular
colorida. As paredes celulares foram isoladas por um processo de lavagem em
agua destilada e o micélio fresco foi seco por 12h a 105°C e homogeneizado, e

entdo, transformado num fino pé.

3.5.4. Andlise em Espectrofotbmetro Infra-Vermelho, método de
BHANOORI e VENKATESWERLU, 2000 (modificado).

Foram tragcados espectros de absorcao no Infravermelho (V) das
amostras de corante original, o sobrenadante (120 horas), parede celular nao
corada (tempo zero) e das amostras das paredes celulares com os corantes
adsorvidos (biomassa-corante), com 120 horas de contato.

As amostras foram preparadas na forma de pastilhas de KBr, isto
€, misturou-se o p6 da parede celular triturada, com KBr seco, e compactou-se
esta biomassa por 2,5 minutos, a 30kN de pressédo. A faixa de leitura do IV foi
de 4000-400cm™ e realizada no espectrofotdmetro IV com transformada de
Fourier (FT-IR), marca Shimadzu FTIR 8300, com resolucéo de 4cm™.

Para o preparo das pastilhas do sobrenadante, foram coletadas
1,5mL da solugé&o e misturada em 0,3mg de KBr, apds, colocadas em estufa a
105°C, por 2 dias.

Estas analises foram realizadas apdés o contato, biomassa-
solucéo de corante. Este contato foi realizado, em estufa, a 30°C, durante 120
horas. Ap6s estes tempos, as amostras foram retiradas e processadas de

acordo com a recomendacao literaria e encaminhada para analise em FT-IR.
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3.5.5. Escolha dos corantes mais susceptiveis a biodegradagao

As solugbes de corantes apdés 120 horas de contato com a
biomassa, sofreram analise visual, tendo como padrao de escolha os que
apresentavam aparéncia de mudancas relevantes, consideradas significativas,

devido a mudangas nas cores originais, pois diminuiram a intensidade da cor.
3.5.6. Teste de biosortividade

Material

Vidrarias: uso comum de laboratorio

Aparelhos: pHmetro Digimed modelo DMPH 2, espectrofotémetro UV-2401 PC,
autoclave FABBE modelo 104C, estufa Fanem modelo 315, geladeira Cénsul
280 litros, centrifuga Fanem modelo Excelsa 2.

Método:

Os corantes escolhidos pela analise visual foram colocados em contato
com a biomassa de Neurospora crassa 74A, com concentracdo de biomassa
variavel, pelo periodo de 2 horas, em estufa de crescimento com temperatura
mantida em 30 + 2°C. Com valores de pH ajustados para 2,50; 4,50 e 6,50.
Apds este tempo, as amostras foram centrifugadas e levadas para analise

espectral, em espectrofotdbmetro Shimadzu, com caminho 6ptico de 5mm.

3.5.7. Aplicagdo das Equacbes das Isotermas de Adsor¢céo no estudo

da interagao biosortiva entre o Neurospora crassa e os corantes selecionados.

Material

Vidrarias: uso comum de laboratorio

Aparelhos: pHmetro Digimed modelo DMPH 2, espectrofotémetro UV-2401 PC,
autoclave FABBE modelo 104C, estufa Fanem modelo 315, geladeira Cénsul
280 litros, centrifuga Fanem modelo Excelsa 2.

Método:
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Para o estudo da aplicabilidade das Equacdes das Isotermas de
Adsorcédo de Freundlich e Langmuir na interacdo entre a forma
paramorfogénica de Neurospora crassa 74A e os corantes, foram realizados as
seguintes correlagdes:

Os corantes foram preparados na concentragdo de 100ug/mL,
com o pH ajustado para 2,50, adicionando a biomassa de concentracao
variada, em forma de “pellets”, e a solugéo dos corantes. Estas foram mantidas
a 30°C por 120 minutos, para se estabelecer o tempo de equilibrio. Apds este
periodo os tubos foram centrifugados a 2.500 rpm e a concentragéo do corante
remanescente foi determinado em espectrofotdbmetro, UV-Vis.

Com os dados obtidos, foi possivel a realizacdo do estudo da

aplicabilidade das isotermas, OLIVEIRA et al., (1983), conforme segue:

- Equacgao de Freundlich:

In (x/m)= Ink + n In Cr, sendo:

x/m= concentracdo de corante adsorvido por unidade de massa de
biomassa (ug/ug)

Ceq= concentragdo de corante remanescente em solugdo (ug/mL)

K= x/m quando Cr é igual a 1

logk= intercepto em y

n= inclinacao
- Equacao de Langmuir:
Cr.(m/x)= 1/(K1K2)+ (1/K3) . Cr, sendo:
K1= indice de capilaridade
K2>= quantidade de soluto que satura uma unidade de adsorvente com

uma monocamada.

Cr= concentragéo do corante remanescente no equilibrio (ug/mL)
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3.5.8. Avaliacado da tolerancia a diferentes tipos de corantes sobre

Neurospora crassa 7T4A

3.5.8.1. Padronizagao do inéculo de Neurospora crassa 7T4A

Os inb6culos foram preparados a partir de colbnias puras, que
estavam em meio de vogel sélido e repicado em meio de vogel liquido, nas
condi¢gbes acertadas para paramorfogénese fisica. Aguardou-se o periodo de
24 horas de incubacdo em mesa giratoria, em temperatura ambiente e com
auxilio de pipeta graduada, transferiu-se o volume de 15mL de inéculo para

erlenmeyer de 250mL para inicio do experimento.

3.5.8.2. Curva de crescimento (HARTLEY et al., 1997Db).

A etapa de estabelecimento da curva de crescimento de
Neurospora crassa 74A é necessaria para determinar o tempo de incubagao
deste fungo nos testes de tolerancia para diferentes concentracbes de
corantes.

Foram preparados 60 erlenmeyer de 250mL, cada um contendo
50mL de meio de Vogel liquido + 15mL de in6culo + 5mL de agua destilada
com pH ajustado para 6,50 com a adicdo das concentragdes determinadas de
corantes, para se obter as concentragcbes de 20; 40; 60; 80 e 100ug/mL. Para
cada dia de coleta foi preparado um frasco sem corante (branco).

Determinou-se que as amostras fossem recolhidas apos 1; 2; 3; 4;
5; 6; 7; 10; 13 e 17 dias de incubacao. De cada amostra recolhida, o micélio foi
separado do meio liquido por filtragdo em membrana filtrante com 205um de
espessura, (previamente pesada). O micélio foi colocado em estufa a 80°C por
48 horas, para a obtencdo da massa seca constante e, através destes dados,
foi elaborada curva de crescimento. Os valores obtidos foram organizados para
a elaboracdo da curva de crescimento, permitindo a estimativa do periodo de
crescimento inicial, exponencial e maximo do fungo utilizado, que ficou

evidenciado em 7 dias de cultivo.
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3.5.8.3. Determinacao da Concentracao Efetiva do corante que

inibe 50% do desenvolvimento microbiano (ECsp)

Neste método de determinacdo, HARTLEY et al., (1997b), a taxa
de crescimento foi estimada através da biomassa produzida em meio de cultura
liquida nas diferentes concentragdes de corante.

O teste de ECsp determina a efetiva concentracdo ([ ]) de
determinado agente que inibe ou prejudica 50% do desenvolvimento dos
organismos testados.

Apés a determinacdo do tempo em que o controle atingiu o
maximo de sua fase exponencial, os dados de todos os experimentos obtidos
neste tempo foram colocados em graficos cartesianos, com concentracao de
biomassa, em fun¢do da concentragdo de corante.

Para a obtencdo da porcentagem (%) de inibicdo para cada
concentracdo de corante, foi comparada a biomassa obtida na presenca de
uma determinada concentracdo de corante, com a biomassa obtida com o
controle (sem adicdo de corante). Calculada a % inibitéria de cada
concentragédo de corante, foi possivel estabelecer a correlacédo entre % de
inibicdo x [ ] corante, e entdo, determinar o ECsp e 0 ECygp de cada corante,

para o fungo Neurospora crassa 74A, naquelas condi¢des de cultivo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados teste de analise visual de descoloragdo dos
corantes, destacando as altera¢des ocorridas apds 120 horas de contato com a

biomassa de Neurospora crassa 74A, na temperatura de 30 + 2°C.

TABELA 4.1. Analise visual de atenuacao da cor dos corantes

CoranteS Cor original Analise visual
apos 120 horas
Biomassa Sobrenadante
1. “Acid Alizarin” Laranja™ laranja laranja claro
2. “Acid Blue 25” Azul’ azul azul claro
3. “Acid Blue 29” Azul™" azul azul claro
4. “Acid Blue 40” Azul™ azul azul claro
5. “Acid Red 44” Vermelho™™* vermelha vermelho
claro
6. “Acid Red 114” Vermelho™™* vermelha vermelho
claro
7. “Acid Yellow 25” Amarelo amarela amarelo claro
8. “Direct Violet 51” Violeta violeta violeta claro
9. “Acid Red 151~ Vermelho™” amarela* amarelo*
10. “Direct Red 23" Vermelho™" vermelha/pontos vermelho
claros* claro+
11. “Erythrosine B” Laranja” laranja/pontos claros* vermelho*
12. “Procion Red MX-5B” Vermelho® rosa/pontos claros* vermelho
claro*

+= grau de intensidade da cor;

*= indicativo de alteragdes estruturais mais profundas dos corantes da parede celular;
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FOTO 1. Amostra dos corantes com concentracao de 100ug/mL

‘! l".l-ljlll‘

FOTO 2. Amostra dos corantes com concentragcado de 100ug/mL
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4.1. Espectro UV-Vis do corante “Acid Alizarin” a diferentes valores de pH
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FIGURA 4.1.1. Varredura espectral do corante “Acid Alizarin”, nos valores de
pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentracdo do corante de 100ug/mL; caminho
optico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-
2401 PC.

oH 2,50
Absorbancia®®?°"™= 0,0014 + (0,01194 x concentragao corante)
R=0,99995

pH 4,50

Absorbancia®®#°"™= 0,0043 + (0,02286 x concentracdo do corante)
R=0,99999

oH 6,50

Absorbancia®®%°"™= 00,0224 + (0,07320 x concentracdo corante)

R=0,99998
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Analise em Espectro UV-Vis

3,0

2,5

2,0 5

1,5

1,0 5

Absorbancia

0,5

0,0

207nm * *

2I10nr;1
226nm i
"Acid Alizarin" - controle -

265nm
¢ 315nm

180

T
200

T T — T T T T
280 300 320 340 360

Comprimento de onda (nm)

T T T
220 240 260

FIGURA 4.1.2. Varredura espectral do corante “Acid Alizarin” de 200-350nm (ultravioleta),

concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;
leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.1.3. Varredura espectral do corante “Acid Alizarin” de 200-350nm (ultravioleta),

concentracdo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.1.4. Varredura espectral do corante “Acid Alizarin” de 350-800nm (visivel),
concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.1.5. Varredura espectral do corante “Acid Alizarin” de 350-800nm (visivel),
concentragéo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.1.6. Espectros de absorgao em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante “Acid
Alizarin” no pH 2,50 (original e ap6s 120 horas de contato), na forma de pastilha preparadas na
proporcdo de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras feitas em

espectrofotdbmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.1.7. Espectros de absor¢cao em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™'de parede celular
de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Acid Alizarin” por 120

horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na propor¢do de 1mg da amostra para

149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotdémetro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

Com o objetivo de avaliar as mudangas ocorridas, foram
realizados estudos na regiao do UV-Vis, estes espectros oferecem informagdes
a respeito da estrutura do corante. Apesar do corante “Acid Alizarin” ser
considerado “pH estavel’, como indica a FIGURA 4.1.1. cujo espectro
apresenta bandas bastante homogéneas, do ponto de vista estrutural, pode-se
verificar que a somatoria dos sitios cromo6foros mostram banda maximo de
absorbancia em 502,5nm (FIGURA 4.1.4.). Porém, na regido do UV, observa-
se que ocorrem bandas entre 207 e 210nm, caracteristicos de nucleos
fendlicos sulfonados, em 226, 265 e 315nm, SILVERSTEIN et al., (1987),
caracteristicos do naftol (FIGURAS 4.1.2.). Ap6s 120 horas de contato, varias
dessas estruturas perdem suas caracteristicas espectrais, e aparece uma
banda na regido de 270 a 275nm, tipico da formacéo naftol, segundo INDEX
MERCK, (1976). Podemos verificar também que durante este tempo de contato
ocorreu uma significativa remoc¢ao do corante, como mostra a FIGURA 4.1.5,,

em que a absorbancia se apresenta muito reduzida.
Estudo na regido do Infravermelho (FT-IR)

A FIGURA 4.1.6. revela que o controle apresenta uma banda na
regido entre 3300 e 3400cm™, caracteristicos dos grupos fenol e naftol. Apos
120 horas de contato surge uma banda nova entre 3250 e 3000cm’, sugerindo
a formacéo de aminas primarias, com a apresentacdo também de banda fraca
entre 2800 e 30000m'1, caracteristicos também de amina primaria. Ainda no
sobrenadante podemos constatar o aparecimento de uma banda em 1550 a
1600cm™ devido as aminas primarias e outra, entre 1300 e 1160cm™,
caracteristico segundo DYER, (1969), da formacdo de compostos benzenos
sulfonados. Estes compostos provavelmente se formaram em virtude da acao
das enzimas azoredutases, sobre a ligagdo azo do corante “Acid Alizarin”.

Os espectros de FTIR, da FIGURA 4.1.7. indicam que ambos s&o

similares, e as vibragdes entre 3418, 1655 e 15600m'1, podem, segundo
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BHANOORI e VENKATETESWERLU (2000), ser atribuidos a quitina,
presentes na parede celular de Neurospora crassa. Na regido de 3400cm™,
coincidem também com a banda referente aos grupos fenol e naftol do corante.
Ha também o aparecimento da sensibilidade na regido entre 3250 e 2800cm™,
caracteristico da presenca de aminas primarias, assim como, o aumento da
intensidade das bandas entre 1550 e 1600cm™ e outra 1370 e 1160cm™, tipico
segundo DYER, (1969), da formacdo de compostos benzeno sulfonados,
indicando que ocorreram modificagbes estruturais, tanto no sobrenadante como
no corante aderido a parede celular.

Pode também ocorrer hidrolise quimica, dependendo das
condicbes do meio, porém, ha necessidade de confirmagdo em

Espectrofotometria de Massa.

OH OH HO OH
—>

FIGURA 4.1.8. Corante “Acid Alizarin”, com as provaveis alteragbes estruturais apds processo

de biosorgao/biodegradacgéo, ap6s 120 horas de contato.
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4.2. Espectro UV-Vis do corante “Acid Blue 25” a diferentes valores de pH
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FIGURA 4.2.1. Varredura espectral do corante “Acid Blue 257, nos valores de
pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentragao do corante de 100ug/mL; comprimento
de onda de 200-800nm, caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura

feita em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.

oH 2,50
Absorbancia®®"™= 0,00497 + (0,01191 x concentragao corante)
R=0,99995

pH 4,50

Absorbancia®®"™= 0,01548 + (1,01032 x concentracdo do corante)
R=0,99991

oH 6,50

Absorbancia®®"™= 0,01123 + (0,07321 x concentracdo corante)

R=0,99998
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.2.2. Varredura espectral do corante “Acid Blue 25" de 200-350nm (ultravioleta),

concentragédo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;
leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.2.3. Varredura espectral do corante “Acid Blue 25" de 200-350nm (ultravioleta),
concentragdo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.2.4. Varredura espectral do corante “Acid Blue 25" de 350-800nm (visivel),

concentracdo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.2.5. Varredura espectral do corante “Acid Blue 25" de 350-800nm (visivel),
concentragdo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.2.6.. Espectros de absorgao em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante “Acid
Blue 25” no pH 2,50 (original e apds 120 horas de contato), na forma de pastilha preparadas na
propor¢do de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras feitas em

espectrofotdbmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.2.7. Espectros de absor¢gdo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™'de parede celular

de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Acid Blue 25” por 120
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horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na propor¢do de 1mg da amostra para

149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotémetro Shimadzu 8300.

Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

Através da FIGURA 4.2.1. pode-se observar que este corante
apresenta caracteristicas de valores de pH estavel, segundo os espectros de
absorbancia.

A FIGURA 4.2.2. revela regido de banda em 208nm referente a
ramificagdo benzeno sulfonado, bandas pequenas em 230nm indicando
presenca amina primaria no corante controle, com bandas entre 250 e 260nm,
provavelmente derivado do grupo quindlico. Na FIGURA 4.2.3. apés 120 horas,
ocorreu deslocamento de banda 260-270nm, devido presumivelmente,
formacao de fenol. A FIGURA 4.2.4 apresenta ondulagdo em 435nm referente
a ramificacdo quindlica (SILVERSTEIN et al., 1987), a qual desapareceu na
FIGURA 4.2.5. Regiao de sitios croméforos em 603nm no controle, permanece

apo6s o tempo de contato.
Estudo na regidao do Infravermelho (FT-IR)

Na FIGURA 4.26. observa-se uma banda em 3400cm™,
presumivelmente devido a presenca de amino benzeno e ligeira oscilacédo em
2980cm™ e 1660cm™, segundo PASTO e JOHNSON, (1977), resultante da
presenca do grupo quindlico. Apdés 120 horas, além da banda 3400cm™ surge
também maior concentragdo de amina primaria em 3250cm™. O mesmo
aconteceu em 1690cm™. Na regido de 3400cm™, coincide também com a
banda referente ao grupo fenodlico do corante tratado. Ha também o surgimento
de bandas na regido de 3000cm™ a 2800cm™, correspondente a presenca de
aminas primarias. Segundo SILVERSTEIN et al., (1987), as bandas
encontradas entre 1600 e 1550cm™ e em 1140 e 1370cm™ indicam formagao
de compostos benzenos sulfonados, resultantes de modificagbes estruturais do
corante residual, bem como, do corante aderido a parede celular, (FIGURA

4.2.7.), com caracteristicas idénticas ao corante anterior.
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FIGURA 4.2.8. Corante “Acid Blue 25”, com as provaveis alteragdes estruturais apds processo

de biosorgao/biodegradacgéo, apos 120 horas de contato.
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4.3. Espectro UV-Vis do corante “Acid Blue 29” a diferentes valores de pH
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FIGURA 4.3.1. Varredura espectral do corante “Acid Blue 29", nos valores de
pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentragédo do corante de 100ug/mL; comprimento
de onda de 200-800nm, caminho Optico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura

feita em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC

oH 2,50

Absorbancia®®"™= 0,01003 + (0,01022 x concentragdo corante)
R=0,99996

oH 4,50

Absorbancia®®*"™= 0,11330 + (0,03446 x concentragdo do corante)
R=0,99993

pH 6,50

Absorbancia®®?"™= 0,23233 + (0,75621 x concentragdo corante)

R=0,99998
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.3.2. Varredura espectral do corante “Acid Blue 29" de 200-350nm (ultravioleta),
concentragdo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;
leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.3.3. Varredura espectral do corante “Acid Blue 29” de 200-350nm (ultravioleta),
concentragéo do corante de 100ug/mL; apés 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.3.4. Varredura espectral do corante “Acid Blue 29" de 350-800nm (visivel),

concentragcdo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.3.5. Varredura espectral do corante “Acid Blue 29" de 350-800nm (visivel),
concentragao do corante de 100ug/mL; apos 120 horas de contato; pH 2,50; caminho optico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.3.6. Espectros de absorgdo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante “Acid
Blue 29” no pH 2,50 (original e apds 120 horas de contato), na forma de pastilha preparadas na
proporcdo de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras feitas em

espectrofotdbmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.3.7. Espectros de absor¢gdo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm'de parede celular
de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Acid Blue 29” por 120

horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na proporgdo de 1mg da amostra para

149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotdmetro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

Conforme resultados semelhantes na FIGURA 4.3.1, pode-se
observar que o corante n&o apresenta alteracbes em absorbancia, quando
exposto a variagédo de valores de pH.

A FIGURA 4.3.2. mostra regides de banda em 230nm, segundo
DYER (1969), pode ser amina primaria, em 271nm pequena banda
correspondente, segundo SILVERSTEIN et al., (1987), ao nitrobenzeno e em
315-320nm referente ao naftol. Apés 120 horas de contato (FIGURA 4.3.3.),
estd expresso apenas a banda do naftol em 265nm. Na FIGURA 4.3.4.
observa-se, segundo PASTO e JOHNSON (1977), pequena regido de banda
entre 380-400 nm, devido a presenca de ligacdes diazo. O sitio cromoéforo esta
localizado a 602nm. Decorrido o tempo de 120 horas (FIGURA 4.3.5.), ocorreu
grande diminuicdo da absorbancia, mantendo sitio croméforo no mesmo

comprimento de onda do controle.

Estudo na regido do Infravermelho (FT-IR)

FIGURA 4.3.6. revela no controle absorcdo em 3400cm™
resultante da presenca de fenol/naftol (DYER, 1969), segundo SILVERSTEIN
et al., (1987), a presenca de bandas a partir de 1576cm™ revelam azo
compostos. Apos 120 horas de tratamento surgem bandas em 3250, 2900,
2690 e 1250cm™ tipica da presenca de aminas primarias. Os espectros de
absorcdo sdo muito semelhantes nas regides 3418, 1655 e 1560cm™, que
podem corresponder a quitina. Em 3400cm™ ha coincidéncia da banda
referente ao fenol/naftol presente no corante. Havendo o surgimento de bandas
na regido de 3600 a 2800cm™, correspondente & presenga de aminas
primarias, (FIGURA 4.3.7).
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FIGURA 4.3.8. Corante “Acid Blue 29", com as provaveis altera¢des estruturais apds processo
de biosorgéo/biodegradacgéo, ap6s 120 horas de contato.
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4.4. Espectro UV-Vis do corante “Acid Blue 40” a diferentes valores de pH
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FIGURA 4.4.1. Varredura espectral do corante “Acid Blue 40”, nos valores de
pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentracao do corante de 100ug/mL; comprimento
de onda de 200-800nm, caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura

feita em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC

oH 2,50
Absorbancia®'®"™= 0,0022 + (0,03686 x concentracdo corante)
R=0,99999

oH 4,50

Absorbancia®'®"™= -1,33333E-04 + (4,37944E-04 x concentragdo corante)
R=0,99997

pH 6,50

Absorbancia®'®"™= 0,33331 + (0,52283 x concentracdo corante)

R=0,99996
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.4.2. Varredura espectral do corante “Acid Blue 40” de 200-350nm (ultravioleta),

concentragdo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;
leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.4.3. Varredura espectral do corante “Acid Blue 40" de 200-350nm (ultravioleta),
concentragdo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.4.4. Varredura espectral do corante “Acid Blue 40” de 350-800nm (visivel),
concentragao do corante de 100pug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.4.5. Varredura espectral do corante “Acid Blue 40" de 350-800nm (visivel),
concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; ap6s 120 horas de contato; caminho éptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.4.6. Espectros de absor¢do em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante “Acid
Blue 40” no pH 2,50 (original e ap6s 120 horas de contato), na forma de pastilha preparadas na
proporcdo de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras feitas em

espectrofotdbmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.4.7. Espectros de absor¢do em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™'de parede celular
de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Acid Blue 29” por 120
horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na propor¢do de 1mg da amostra para

149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotdmetro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

A FIGURA 4.4.1. mostra a estabilidade nos valores de pH deste
corante, segundo os espectros de absorbancia.

A FIGURA 4.4.2. mostra banda na regiao de 208nm, devido ao
benzeno sulfénico. Em 238nm, segundo DYER (1969) é devido a presenca de
amidas secundarias. Na regido de 245 a 250nm devido, segundo PASTO e
JOHNSON (1977), aos grupos quindlicos. Apdés 120 horas (FIGURA 4.4.3.),
verificou-se o aparecimento de banda em 256nm, caracteristico do surgimento
de fenol. A FIGURA 4.4.4. revela a somatéria dos sitios cromo6foros em 616nm,

também para a FIGURA 4.4.5., ap6s 120 horas de interagcao corante-biomassa.
Estudo na regidao do Infravermelho (FT-IR)

A FIGURA 4.4.6. do controle apresenta banda especifica em
3400cm™ devido a presenca de amida secundaria (SILVERSTEIN et al., 1987),
e bandas na regido 1660cm™, resultante do grupo quinolico. Apdés 120 horas
pode-se verificar que, além da regido de 3400cm™ também aparece bandas em
3250, 2900, 1690 e 1250cm™, devido presumivelmente, ao aparecimento das
aminas primarias. Na (FIGURA 4.4.7.), pode-se verificar que os espectros sao
muito semelhantes nas regides em 3418, 1655 e 1560cm™’, que podem ser
atribuidas & quitina. Na regido de 3400cm™, coincide também com a banda
referente aos grupos fenol/naftol do corante tratado. H4 também o surgimento
de bandas na regiso de 3250 cm™ a 2800cm™, correspondente a presenca de
aminas primarias. Segundo SILVERSTEIN et al., (1987), as bandas
encontradas entre 1650cm™’ sZo aminas primarias, e em 1160cm™ é devida a
formagdo de compostos benzenos sulfonados, resultantes de modificagdes

estruturais do corante residual, bem como, do corante aderido a parede celular.
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FIGURA 4.4.8. Corante “Acid Blue 40”, com as provaveis altera¢des estruturais apds processo

de biosorgao/biodegradagéo, ap6s 120 horas de contato.
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4.5. Espectro UV-Vis do corante “Acid Red 44” a diferentes valores de pH
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FIGURA 4.5.1. Varredura espectral do corante “Acid Red 44", nos valores de
pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentragdo do corante de 100ug/mL; comprimento
de onda de 200-800nm, caminho Optico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura

feita em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC

oH 2,50
Absorbancia®''"™= 1,57443-04 + (0,22011 x concentracdo corante)
R=0,99996

pH 4,50

Absorbancia®’'"™= 3,12991E04 + (1,0056 x concentragdo do corante)
R=0,99999

pH 6,50

Absorbancia®’'"™= -1,11335 + (0,004 x concentragdo corante)
R=0,99998
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.5.2. Varredura espectral do corante “Acid Red 44” de 200-350nm (ultravioleta),

concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.5.3. Varredura espectral do corante “Acid Red 44” de 200-350nm (ultravioleta),
concentragéo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho éptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.5.4. Varredura espectral do corante “Acid Red 44" de 350-800nm (visivel),
concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.5.5. Varredura espectral do corante “Acid Red 44" de 350-800nm (visivel),
concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; ap6s 120 horas de contato; caminho optico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.



RESULTADOS E DISCUSSAO 58

Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.5.6. Espectros de absorgao em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante “Acid
Red 44” no pH 2,50 (original e apés 120 horas de contato), na forma de pastilha preparadas na
proporgdo de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras feitas em

espectrofotdmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.5.7. Espectros de absor¢cédo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm'de parede celular
de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Acid Red 44” por 120
horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na propor¢do de 1mg da amostra para

149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotdbmetro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

A FIGURA 45.1. demonstra que este corante apresenta
espectros de absorbancia idénticos, quando submetidos a variagcado de valores
de pH.

A FIGURA 4.5.2. mostra ondulagbes na regido de 248, 286 e
332nm, caracteristicas da regiao UV do grupo naftol. Apés 120 horas (FIGURA
4.5.3.), varias dessas estruturas desapareceram, permanecendo apenas uma
banda em 265nm, indicando provavelmente a presenca de B-naftol livre. Ja a
FIGURA 4.5.4. mostra a somatéria dos sitios croméforos com banda maximo
em 511nm, tanto no controle (alta absorbancia), como apés 120 horas (baixa
absorbancia), (FIGURA 4.5.5.).

Estudo na regidao do Infravermelho (FT-IR)

A FIGURA 4.5.6., como os demais corantes vermelhos, podemos
verificar uma banda em torno de 3400cm™ referente ao naftol. Apos 120 horas
de contato corante-biomassa, surge banda em 3250cm™ e outra na regido
3000cm™, caracteristico da presenca das aminas primarias livre, como também
encontrada em 1650cm™ e 1550cm™. Pode-se verificar também que na
FIGURA 4.5.7. os espectros sdao muito semelhantes nas regides em 3418,
1655 e 1560cm™, que podem ser atribuidas a quitina. Na regido de 3400cm™,
coincide também com a banda referente aos grupos fenol/naftol do corante
tratado. Ha também o surgimento de bandas na regido de 3000cm™ a 2800cm
' correspondente a presenca de aminas primarias. Segundo DYER, (1969), as
bandas encontradas entre 1600 e 1550cm™ e em 1300 e 1160cm™ indicam
formagdo de compostos benzenos sulfonados, resultantes de modificagdes

estruturais do corante residual, bem como, do corante aderido a parede celular.
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FIGURA 4.5.8. Corante “Acid Red 44”, com as provaveis alteragbes estruturais apos processo

de biosorgao/biodegradacgéo, ap6s 120 horas de contato.
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4.6. Espectro UV-Vis do corante “Acid Red 114” a diferentes valores de pH
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FIGURA 4.6.1. Varredura espectral do corante “Acid Red 114”, nos valores de
pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentragao do corante de 100ug/mL; comprimento
de onda de 200-800nm, caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura

feita em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC

pH 2,50

Absorbancia®#°"™= 0,02476684 + (0,008235 x concentragdo corante)
R=0,99999

oH 4,50

Absorbancia®*4°"™= 0,10322018 + (0,001109 x concentracéo do corante)
R=0,99999

pH 6,50

Absorbancia®#°"™= 0,03520081 + (0,007710 x concentragdo corante)
R=0,99998
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.6.2. Varredura espectral do corante “Acid Red 114” de 200-350nm (ultravioleta),

concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.6.3. Varredura espectral do corante “Acid Red 114" de 200-350nm (ultravioleta),
concentragao do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de
5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.6.4. Varredura espectral do corante “Acid Red 114” de 350-800nm (visivel),
concentragcédo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.6.5. Varredura espectral do corante “Acid Red 114" de 350-800nm (visivel),

concentragao do corante de 100ug/mL; apés 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.6.6. Espectros de absorgdo em FT-IR na regiao de 400 a 5000cm™ do corante “Acid
Red 114” no pH 2,50 (original e apos 120 horas de contato), na forma de pastilha preparadas
na propor¢do de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras feitas em

espectrofotdbmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.6.7. Espectros de absorgdo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm'de parede celular
de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Acid Red 114” por 120
horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na propor¢do de 1mg da amostra para

149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotdémetro Shimadzu 8300.
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Estudo na regiao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

A FIGURA 4.6.1. revela que este corante também apresenta pH
estavel, segundo os espectros de absorbancia.

Provavelmente, este corante seja um dos mais dificeis de
biodegradacdo. A FIGURA 4.6.2. revela duas ondulagbes, com bandas na
regiao em 226 e 260nm, referentes, provavelmente, ao naftol. A FIGURA 4.6.3.
mostra ondulagdes na regidao entre 350 e 400nm, que conforme PASTO e
JOHNSON, (1977), sdo das ligacdes diazo. A banda cromoforo deste corante
estd em 522,5nm. A regido do UV ap6s 120 horas (FIGURA 4.6.4.), permanece
praticamente a mesma ondulacdo do controle, referentes ao naftol,
apresentando apenas absorbancia menor. O mesmo aconteceu na FIGURA
4.6.5.

Estudo na regido do Infravermelho (FT-IR)

Quanto aos espectros de FTIR (FIGURA 4.6.6.), houve uma
sobreposi¢ao dos espectros (controle — 120 horas), com banda na regido de
34000m'1, devido provavelmente, ao naftol. Bandas nas regiées 1350, 1310 e
764cm™, caracteristicos, segundo PASTO e JOHNSON (1977), da parte do
dibenzeno sulfénico deste corante. Na FIGURA 4.6.7. observou-se aumento da
absorcao sobre a biomassa com 120 horas, indicando presumivelmente uma
situacdo caracteristica de biosorcdo e nao biodegradacdo. Modificagbes
estruturais, se houveram, foram em pequenas proporgdes. A remogao ocorreu

mais por biosorgéo.



RESULTADOS E DISCUSSAO 66

HO.

ﬁ HOsS
CH3 S—O NH2
g SOsH

A }

ﬁ CH3 CHs HO
- OOl =)
¢ NaOsS
CHs CHs SO3Na

FIGURA 4.6.8. Corante “Acid Red 114”, com as provaveis alteragdes estruturais apos processo

de biosorgao/biodegradacao, apds 120 horas de contato.
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4.7. Espectro UV-Vis do corante “Acid Yellow 25” a diferentes valores de

pH
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FIGURA 4.7.1. Varredura espectral do corante “Acid Yellow 25”, nos valores de
pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentragdo do corante de 100ug/mL; comprimento
de onda de 200-800nm, caminho Optico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura

feita em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.

pH 2,50

Absorbancia®®*"™= 0,07430+ (0,01112 x concentracéo corante)
R=0,99999

oH 4,50

Absorbancia®®**"™= -0,12990 + (0,00873 x concentracéo do corante)
R=0,99999

pH 6,50

Absorbancia®®®"™= -1,242455 + (0,0045 x concentragdo corante)

R=0,99998
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.7.2. Varredura espectral do corante “Acid Yellow 25" de 200-350nm (ultravioleta),

concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;
leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.7.3. Varredura espectral do corante “Acid Yellow 25" de 200-350nm (ultravioleta),

concentracao do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.7.4. Varredura espectral do corante “Acid Yellow 25" de 350-800nm (visivel),

concentragdo do corante de 100pug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.

I T I T I

I
— "Acid Yellow 25" - 120 horas |-

*385nm

Absorbancia

. T . T . T . T . T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.7.5. Varredura espectral do corante “Acid Yellow 25" de 350-800nm (visivel),
concentragao do corante de 100ug/mL; apés 120 horas de contato; pH 2,50; caminho o6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.7.6. Espectros de absor¢do em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante “Acid
Yellow 25” no pH 2,50 (original e apés 120 horas de contato), na forma de pastilha preparadas
na proporcdo de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras feitas em

espectrofotdmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.7.7. Espectros de absor¢do em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™'de parede celular
de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Acid Yellow 25” por
120 horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na propor¢gédo de 1mg da amostra

para 149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotdmetro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

Na FIGURA 4.7.1. observamos que este corante apresenta
valores de pH estavel.

Na FIGURA 4.7.2. encontra-se banda de absor¢do em torno de
258-259nm, provavelmente, devido a presenga do imidazol (SILVERSTEIN et
al., 1987). O mesmo ocorreu na FIGURA 4.7.3. apés 120 horas. Os sitios
cromoforos indicaram banda em 389nm (FIGURA 4.7.4), sendo que apés 120
horas de contato (FIGURA 4.7.5), houve grande remocéo deste corante no

sobrenadante e aparecimento de mais de uma banda em 520nm.
Estudo na regido do Infravermelho (FT-IR)

A FIGURA 4.7.6. pode-se verificar, segundo DYER (1969), uma
banda entre 3550cm™ e 3450cm™, tipica das hidroxilas associadas ao imidazol,
a qual esta no espectro do corante controle e também no corante residual apés
120 horas de contato. No controle encontraram-se também bandas na regiao
de 1770cm™ a 1500cm™, responsavel pela presenca de anéis de imidas
ciclicas. Em 1160cm™ indica banda responsavel pela ramificagdo benzeno
sulfénico. No sobrenadante pode-se verificar a presenga de banda em 3250cm’
' e 1650cm™ caracteristica das aminas primarias. Pode-se verificar também
que na FIGURA 4.7.7. os espectros sdo muito semelhantes nas regides em
3418, 1655 e 1560cm™, que podem ser atribuidas & quitina. Na faixa de 3550 e
3450cm™, coincide com a faixa referente as hidroxilas associadas ao imidazol
do corante tratado. Ha também o surgimento de bandas na regido de 3000cm’™
a 2800cm™, correspondente a presenga de aminas primarias. Segundo
SILVERSTEIN et al., (1987), as bandas encontradas entre 1600 e 1550cm™ e
em 1300 e 1160cm™ indicam a presenca de hidroxilas associadas ao imidazol,
resultantes de modificagcdes estruturais do corante residual, bem como, do

corante aderido a parede celular (FIGURA 4.7.7.).
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FIGURA 4.7.8. Corante “Acid Yellow 25, com as provaveis altera¢des estruturais apds

processo de biosorgéo/biodegradacéo, apdés 120 horas de contato.
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4.8. Espectro UV-Vis do corante “Direct Violet 51” a diferentes valores de
pH

. . . . . . .
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FIGURA 4.8.1. Varredura espectral do corante “Direct Violet 51”, nos valores
de pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentracdo do corante de 100pg/mL;
comprimento de onda de 200-800nm, caminho éptico de 5mm; cubeta de

Quartzo; leitura feita em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.

oH 2,50

Absorbancia®* "= 0,0185 + (0,0179 x concentragao corante)
R=0,99998

oH 4,50

Absorbancia®'®"™= 0,00075 + (0,01231 x concentragdo corante)
R=0,99997

oH 6,50

Absorbancia®'®"™=0,01963 + (0,0170 x concentragdo corante)
R=0,99995
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.8.2. Varredura espectral do corante “Direct Violet 51” de 200-350nm (ultravioleta),
concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.8.3. Varredura espectral do corante “Direct Violet 51” de 200-350nm (ultravioleta),
concentracdo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de
5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.8.4. Varredura espectral do corante “Direct Violet 51” de 350-800nm (visivel),

concentragdo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.8.5. Varredura espectral do corante “Direct Violet 51" de 350-800nm (visivel),
concentragéo do corante de 100ug/mL; apés 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.8.6. Espectros de absor¢do em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante
“Direct Violet 51” no pH 2,50 (original e ap6s 120 horas de contato), na forma de pastilha
preparadas na propor¢cao de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras

feitas em espectrofotdmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.8.7. Espectros de absor¢cdo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm'de parede celular
de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Direct Violet 51” por
120 horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na propor¢cdo de 1mg da amostra

para 149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotdmetro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

FIGURA 4.8.1. revela pH estavel para este corante, a partir dos
espectros de absorbancia.

No espectro de UV do corante controle (FIGURA 4.8.2.), podem-
se verificar a existéncia de bandas em 226 e 265nm, caracteristicos do naftol.
Entre 226 e 290nm encontrou-se banda referente ao metil oxi benzeno (PASTO
e JOHNSON, 1977). A FIGURA 4.8.4. mostra banda croméforo a 544nm. A
partir de 120 horas de contato (FIGURA 4.8.3.), constatou-se uma regido de
banda em 265nm, neste caso, tipico de amino/ naftol livre. Na FIGURA 4.8.5.
observou-se que quase todo o corante foi removido, com absorbancia préxima

a zero, com deslocamento do comprimento de onda maxima para 530nm.
Estudo na regidao do Infravermelho (FT-IR)

Nos espectros de FTIR, o corante controle (FIGURA 4.8.6.),
indicou uma banda entre 3300, 3400cm™, e em 675cm'1, caracteristicos da
presenca de fenol/ naftol, existem também bandas em 1576cm™ e 1429cm™,
tipicas das ligagbes azobenzeno. Apds o contato de 120 horas, verificou-se o
aparecimento de uma banda em 3250cm™ e outra em 2900cm™, resultando do
surgimento de aminas primarias. Duas outras bandas, uma em 1650cm™ e
outra em 1200cm™, também caracteristico da existéncia de aminas primarias
livres. O mesmo pode-se observar na FIGURA 4.8.7., com ampliagdo da banda

de 3250cm™, 1650cm™ e 1250cm™, devido a presenca de aminas primarias.
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FIGURA 4.8.8. Corante “Direct Violet 517, com as provaveis alteragdes estruturais apos

SO3Na

processo de biosorgéo/biodegradacéo, apos 120 horas de contato.
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4.9. Espectro UV-Vis do corante “Acid Red 151” a diferentes valores de pH

Os corantes descritos a partir deste, sofreram analises mais

detalhadas e especificas, abordando detalhes cientificos mais explicativos e

completos.
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FIGURA 4.9.1. Varredura espectral do corante “Acid Red 151", nos valores de
pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentragao do corante de 100pg/mL; comprimento
de onda de 200-800nm, caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura

feita em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.

oH 2,50
Absorbancia®® "= -0,00157 + (0,01119 x concentragdo corante)
R=0,99999

pH 4,50

Absorbancia®® °>"™= 0,0082 + (0,01117 x concentragdo corante)
R=0,99991

pH 6,50

Absorbancia®® *"™= 3E-04 + (0,01157 x concentragdo corante)
R=0,99993
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.9.2. Varredura espectral do corante “Acid Red 151" de 200-350nm (ultravioleta),

concentragdo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;
leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.9.3. Varredura espectral do corante “Acid Red 151” de 200-350nm (ultravioleta),
concentragéo do corante de 100ug/mL; apés 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.9.4. Varredura espectral do corante “Acid Red 151” de 350-800nm (visivel),

concentragéo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.9.5. Varredura espectral do corante “Acid Red 151" de 350-800nm (visivel),

concentragéo do corante de 100ug/mL; apés 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.9.6. Espectros de absor¢cao em FT-IR na regiao de 400 a 5000cm™ do corante “Acid
Red 151" no pH 2,50 (original e apds 120 horas de contato), na forma de pastilha preparadas
na propor¢do de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras feitas em

espectrofotdbmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.9.7. Espectros de absor¢gao em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™'de parede celular
de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Acid Red 151” por 120
horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na proporgédo de 1mg da amostra para

149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotometro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

FIGURA 4.9.1. revela que como os demais corantes, este
apresenta pH estavel, segundo os espectros de absorbancia.

A FIGURA 4.9.2. mostra a regidao do UV, do corante controle,
onde se observou a existéncia de bandas de absorbancia em 226 e 265nm,
caracteristico do naftol, INDEX MERCK (1976) Ja a FIGURA 4.9.4. revela
ondulagées em 350 e 400nm, que de acordo com PASTO e JOHNSON, (1977),
trata-se da presenca de ligacdes diazo, do referido corante, que possui banda
cromoéforo em 505,5nm (FIGURA 4.9.4.). A partir da interacédo de 120 horas
(FIGURA 4.9.3.), encontrou-se uma banda em 260nm, caracteristico da
presenca de amino/ naftol livre. Na FIGURA 4.9.5. comprovou-se que quase

todo o corante foi removido, com absorbancia proxima a zero.
Estudo na regidao do Infravermelho (FT-IR)

Os espectros de FTIR do corante controle (FIGURA 4.9.6.)
indicaram banda entre 3300 e 3400cm™, caracteristico do fenol/ naftol, em
1576cm™ e 1429cm™ visualizam-se bandas tipicas (SILVERSTEIN et al., 1987),
das ligacdes azobenzeno. Também ocorre banda em 900cm™ pela presenca
do naftol. Ap6s as 120 horas de contato, constatou-se o aparecimento de
bandas em 3250cm™ e 2900cm™ caracteristico do surgimento de aminas
primarias. Outras duas bandas pode-se encontrar em 1650cm™ e 1250cm™,
também tipicas da existéncia de aminas primarias livres. O mesmo podem ser
encontradas na FIGURA 4.9.7., com ampliagdo da banda de 3250 e 30000m'1,

em 1650 e 1250cm™, devido a presenca das aminas primarias.
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FIGURA 4.9.8. Corante “Acid Red 151”, com as provaveis alteragbes estruturais apds processo
de biosorgao/biodegradagéao, ap6s 120 horas de contato.
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TESTE DE BIOSORTIVIDADE DO CORANTE “ACID RED 151” EM
DIFERENTES VALORES DE pH
Este estudo avalia a capacidade biosortiva do fungo Neurospora
crassa T4A, frente a interacdo com cada corante avaliado. A partir dos
resultados apresentados, pode-se confirmar qual o pH de melhor biosorgéo,

sugerindo entdo, as melhores condi¢des de aplicagdo dos demais testes
realizados.

—M— Neurospora crassa 74A - pH 2,50
Corante remanescente= 68.31444 + (-20.52764 x biomassa) B
R=0,85159

100 — | ]
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FIGURA 4.9.9. Neurospora crassa 74A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato com
o corante “Acid Red 151" (concentragéo inicial de 100ug/mL, em pH 2,50; 30°C; 120 minutos
de contato. Estimativa da quantidade de biomassa necessaria para se conseguir a remogao

total do corante= (A) autoclavada: 3,327mg/mL; (B) ndo autoclavada: 5,684mg/mL.
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—M— Neurospora crassa 74A - pH 4,50
100 - L ——— Corante remanescente= 70.46754 + (-17.85647 x biomassa) I
R=0,83639

Corante remanescente (ug/mL)

Biomassa autoclavada (mg/mL)
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—M— Neurospora crassa 74A - pH 4,50
100 = — Corante remanescente= 76.73516 + (-12.00063 x biomassa) u
R= 0,89449

Corante remanescente (ug/mL)

0 —————————
0 1 2 3 4 5 6 7

Biomassa ndo autoclavada (mg/mL)

FIGURA 4.9.10. Neurospora crassa 74A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato
com o corante “Acid Red 151" (concentragéo inicial de 100ug/mL, em pH 4,50; 30°C; 120
minutos de contato. Estimativa da quantidade de biomassa necessaria para se conseguir a

remocao total do corante= (A) autoclavada: 3,946mg/mL; (B) ndo autoclavada: 6,394mg/mL.
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FIGURA 4.9.11. Neurospora crassa 7T4A autoclavada (A) e nao autoclavada (B), em contato
com o corante “Acid Red 151" (concentragéo inicial de 100ug/mL, em pH 6,50; 30°C; 120

minutos de contato. Estimativa da quantidade de biomassa necessaria para se conseguir a

remocéo total do corante= (A) autoclavada: 3,943mg/mL; (B) n&o autoclavada: 6,504mg/mL.



RESULTADOS E DISCUSSAO 88

Os testes de biosor¢cao em diferentes valores de pH do corante
“Acid Red 151” na concentracao inicial de 100ug/mL e o fungo Neurospora
crassa 74A, autoclavada e nao autoclavada, indicaram que 0 meio mais acido &
mais eficaz na remogéo do corante em solugdo aquosa, e que a biomassa
autoclavada funciona como melhor substrato, do que a biomassa viva, no
tempo de contato de 120 minutos. Conforme as estimativas das quantidades de
biomassas necessarias para promover a remoc¢ao total dos corantes avaliados,
nos valores de pH 2,50; 4,50 e 6,50. Estes resultados estdo indicados nas
(FIGURAS 4.9.9.,4.9.10.,4.9.11.),

CORSO, (1998), relata que os fungos autoclavados apresentam
melhor mecanismo de remocg&o do corante em solugdo aquosa. Ja as células
fungicas vivas agem como se o corante fosse um corpo estranho e que
necessita ser removido, através de sistemas enzimaticos, os quais dificultariam
os sitios adsortivos a receberem as moléculas do corante. Por outro lado, no
momento em que ocorre autoclavagem, estes sistemas enzimaticos cessam, e
as células se tornam um substrato mais propicio a aproximagcao de moléculas

estranhas.
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TESTE DE BIOSORTIVIDADE DO CORANTE “ACID RED 151” SEGUNDO
AS ISOTERMAS DE ADSORGAO DE FREUNDLICH LANGMUIR
A aplicagcéo destas isotermas de adsor¢ao permite confirmar o
tipo de interacdo que ocorreu entre a biomassa e o corante estudado. Calculos
matematicos puderam ser atribuidos para determinar se ocorreu interagao
entre monocamadas ou multicamadas, favorecendo assim, a compreensao do

grau e tipo de concordancia entre o adsorbato e o adsorvente.
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FIGURA 4.9.12. Estudo da biosor¢cédo do corante “Acid Red 151”7, por biomassa
de Neurospora crassa 74A, nao autoclavada, realizado através das Isotermas
de Freundlich (A) e Langmuir (B), no pH 2,50; 30°C; concentracéo inicial do
corante de 100upg/mL; concentracdo de biomassa variando de 0,755 a

6,04ug/mL e tempo de contato de 120 minutos.
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FIGURA 4.9.13. Estudo da biosor¢éo do corante “Acid Red 151", por biomassa
de Neurospora crassa 74A, autoclavada, realizado através das Isotermas de
Freundlich (A) e Langmuir (B), no pH 2,50; 30°C; concentracg&o inicial do
corante de 100upg/mL; concentracdo de biomassa variando de 0,755 a

6,04ug/mL e tempo de contato de 120 minutos.
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As Isotermas de Freundlich e Langmuir € a que relaciona a
quantidade de moléculas sobre uma superficie a pressdo e a temperatura
constante (MOORE, 1968), foi aplicada na interacao entre o fungo Neurospora
crassa 7T4A e o corante “Acid Red 151”; revelam em linhas gerais que a
Equacdo de Freundlich foi a mais favoravel, apresentando melhores
coeficientes de regressdo em todas as situagdes estudadas, tanto em
biomassas nado autoclavadas (FIGURA 4.9.12.) e autoclavadas (FIGURA
4.9.13.).

Para se realizar estes testes foram utilizados parametros
semelhantes aos demais ensaios realizados, ou seja, manteve-se a
concentracdo de corante constante e variou-se a concentragdo de biomassa
para uma quantidade crescente.

As moléculas e atomos podem atacar a superficie de duas
maneiras, fisicamente ou quimicamente. Na adsorcao fisica, ou fisiosorgao,
ocorre uma interacdo de van der Walls entre o adsorbato e o substrato. Tais
interacbes podem ser extensas, porém fracas, e a energia que é liberada
quando a particula é fisiosorvida € tao pequena que pode ser adsorvida como
vibragdo de baixa intensidade, na verdade, as moléculas ficam aderidas a
superficie apdés um processo de acomodacgédo entre as forgcas atuantes no
equilibrio.

Por sua vez, na quimiosorgéo, ou adsor¢géo quimica, as particulas
interagem com a superficie, formando uma ligagdo quimica, usualmente
ligacBes covalentes, e tendem a encontrar um numero maximo de sitios com o
substrato. A entalpia da quimiosorgdo € muito maior do que o da fisiosorcao,
uma molécula quimiosortiva pode ser removida separadamente se a valéncia
da ligacao nao estiver correspondendo com a da superficie, (ATKINS, 1991).

A Isoterma de Langmuir baseia-se no recobrimento gradual de
uma superficie pelas moléculas adsorvidas, dando-se a saturacdo quando a
camada adsorvida tem a espessura uniforme de uma molécula. A Isoterma é
especialmente aplicavel aos casos de quimiosorgdo, onde as moléculas

adsorvidas sdo mantidas na superficie por ligagdes comparaveis as dos
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compostos quimicos, ficam em equilibrio e formam mono camada,
(CASTELLAN, 1964).

No entanto, como pode surgir também uma espécie de adsorgéo
onde a camada quimiosorvida pode desempenhar o papel de um composto
intermediario no processo de catalise da reacdo, em que ocorra ligacdes
molécula-molécula do adsorbato, formando multicamadas e intercalando os
processos de fisiosorgcdo e quimiosor¢cdo. Surgiram outras Isotermas de
Adsorgcédo para tentarem melhor explicar cada fendbmeno adsortivo, como a
Equacao de Freundlich que utiliza as propor¢des logaritmicas para analisar as
possibilidades de reagdes, as quais permitem avaliar se um determinado
fendbmeno é resultado de adsor¢do em monocamadas ou em multicamadas.
Associando-se as variaveis a um sistema de regresséo, permitindo verificar
qual apresenta melhor correlagcdo entre cada equacao estudada, (ATKINS,
1991).
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TESTE DE TOLERANCIA A DIFERENTES CONCENTRAGOES DO
CORANTE “ACID RED 151”
Este teste favorece o estudo frente as condigbes favoraveis e
desfavoraveis para o crescimento de Neurospora crassa 74A. Pode-se
confirmar as influéncias atribuidas sobre a biomassa, possibilitando

diagnosticar o que realmente prejudicou o desenvolvimento fungico.
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FIGURA 4.9.14. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, sem a adigdo do
corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias (controle).
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FIGURA 4.9.15. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adigdo de

20ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.9.16. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adicdo de

40ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.9.17. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adigdo de

60ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.9.18. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adi¢do de
80ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.9.19. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adicao de
100ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.9.20. Correlagdo entre a produgéo de biomassa e as concentragdes crescentes do
corante, em pH 6,50, ap6s 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.9.21. Teste de tolerancia: % inibicdo na producao de biomassa com concentracdo
crescente do corante, em pH 6,50, ap6s 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.9.22. Correlacao entre a produgédo de biomassa e as concentragdes crescentes do
corante, em pH 4,50, ap6s 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.9.23. Teste de tolerancia: % inibicdo na produgdo de biomassa com concentragédo
crescente do corante, em pH 4,50, apods 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.9.24. Correlagdo entre a produgdo de biomassa e as concentragdes crescentes do

corante, em pH 2,50, apés 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.9.25. Teste de tolerancia: % inibicdo na producédo de biomassa com concentragéo

crescente do corante, em pH 2,50, ap6s 7 dias de cultivo.
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Este estudo demonstrou o comportamento do fungo Neurospora
crassa T4A a toxicidade dos corantes, esta ocorréncia depende do corante
avaliado, sendo influenciado também pelo pH em que ocorre a interagéo de
desenvolvimento do fungo e diferentes concentragbes de corantes.

Como ficou demonstrado, Neurospora crassa 74A atingiu sua fase
exponencial de crescimento no 7° dia, (FIGURAS 4.9.14.), tempo este que foi
estabelecido para a determinacao do ECsp e Ecqgp.

A sensitividade da biomassa fungica frente ao corante “Acid Red
151” indicou que este corante apresentou grau de toxicidade, assim como, de
tolerancia, no desenvolvimento do fungo.

Pelas FIGURAS 4.9.15. a 4.9.19., observa-se que a medida que
aumenta a concentragado de corante, a fase exponencial de crescimento em
determinada concentracao vai diminuindo, dando uma demonstragao clara que,
a resposta no crescimento do fungo a estes agentes se faz sentir, (FIGURAS
4.9.20. a 4.9.22. e 4.9.24.). Pode-se verificar que a produgcdo de biomassa
diminui com o0 aumento da concentragao de corante.

A determinacdo do ECsy e ECqop para o “Acid Red 1517, mostra
certa homogeneidade nos 3 valores de pH analisados, (FIGURAS 4.9.21;
4.9.23. e 4.9.25.), tanto para o ECso como para EC1qo.
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4.10. Espectro UV-Vis do corante “Direct Red 23” a diferentes valores de
pH
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FIGURA 4.10.1. Varredura espectral do corante “Direct Red 23”, nos valores de
pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentragédo do corante de 100ug/mL; comprimento
de onda de 200-800nm, caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura

feita em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.

oH 2,50
Absorbancia®®"™= 0,00333 + (0,0119 x concentragdo corante)
R=0,99996

pH 4,50

Absorbancia®®"™= 0,00107 + (0,01198 x concentragdo corante)
R=0,99991

pH 6,50

Absorbancia®®"™= 0,002 + (0,01198 x concentragdo corante)
R=0,99995

Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.10.2. Varredura espectral do corante “Direct Red 23" de 200-350nm (ultravioleta),

concentragao do corante de 100pug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;
leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.10.3. Varredura espectral do corante “Direct Red 23" de 200-350nm (ultravioleta),
concentragcéo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho éptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.10.4. Varredura espectral do corante “Direct Red 23" de 350-800nm (visivel),

concentragédo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.10.5. Varredura espectral do corante “Direct Red 23” de 350-800nm (visivel),
concentragdo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho 6ptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.10.6. Espectros de absor¢cdo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante
“Direct Red 23" no pH 2,50 (original e apés 120 horas de contato), na forma de pastilha
preparadas na propor¢do de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras

feitas em espectrofotdbmetro Shimadzu 8300.

1650cm”™

1250cm”™

i NIMOOcm"

—-=— Biomassa + "Direct Red 23"
Biomassa Pura

Absorbancia
|

T T T T T T T T T
5000 4000 3000 2000 1000 0

Frequéncia (cm™)

FIGURA 4.10.7. Espectros de absor¢do em FT-IR na regido de 400 a 5000cm’
'de parede celular de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato
com o corante “Acid Red 151” por 120 horas em pH 2,50, na forma de pastilhas
preparadas na propor¢cdo de 1mg da amostra para 149mg de KBr, leituras

feitas em espectrofotometro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

A FIGURA 4.10.1. revela que o corante analisado ndo apresenta
alteragdes em sua absorbancia, quando submetido a variagdo de valores de
pH.

Na FIGURA 4.10.2, o espectro de UV controle, pode-se observar
banda na regido de 238nm, indicando a presenga de amida secundaria.
(DYER, 1969). Bandas fendlicas em 270nm e em 312nm ramificagdes referente
ao naftol, (SILVERSTEIN et al., 1987). A FIGURA 4.10.4 revela banda em
400nm, indicando ocorréncia de liga¢des diazo, (PASTO e JOHNSON, 1977).
Este corante apresenta banda cromo6fora em 506 nm. Apos 120 horas (FIGURA
4.10.3.) verificou-se que desapareceu grande parte das estruturas presentes no
espectro de UV controle, restando apenas banda em 265nm, presumivelmente

pela presenca de naftol livre.
Estudo na regiao do Infravermelho (FT-IR)

Na FIGURA 4.10.5 constatou-se o desaparecimento das bandas
referentes as ligacdes azo. O espectro de FTIR do corante controle (FIGURA
4.10.6.) apresenta banda em 3400 e 3060cm™, segundo SILVERSTEIN,
(1987), que representam as amidas secundarias. Banda em 1140cm™,
segundo DYER, (1969), representa a ramificacao benzeno sulfonado, também
em 675cm™, devido ao naftol (SILVERSTEIN et al., 1987). Apos 120 horas de
contato verificou-se a formacdo de duas bandas, em 3400cm™ provavelmente
devido as aminas secundarias, e em 3250cm™ presumivelmente ao
aparecimento das aminas primarias, a qual também pode ser responsavel pelo
aparecimento da banda em 1650cm™. Na interagdo com a biomassa (FIGURA
4.10.7.) em que também ocorre uma ampliagdo das bandas entre 3400 e

3250cm™, e em 1650 e 1250cm™, devido a presenca das aminas primarias.
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FIGURA 4.10.8. Corante “Direct Red 23", com as provaveis alteragdes estruturais apos

processo de biosorgéo/biodegradacéo, apds 120 horas de contato.
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TESTE DE BIOSORTIVIDADE DO CORANTE “DIRECT RED 23” EM
DIFERENTES VALORES DE pH
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FIGURA 4.10.9. Neurospora crassa 7T4A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato
com o corante “Direct Red 23" (concentragdo inicial de 100ug/mL, em pH 2,50; 30°C; 120
minutos de contato. Estimativa da quantidade de biomassa necessaria para se conseguir a

remocéo total do corante= (A) autoclavada: 7,756mg/mL; (B) ndo autoclavada: 12,273mg/mL.
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FIGURA 4.10.10. Neurospora crassa 74A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato
com o corante “Direct Red 23" (concentragdo inicial de 100ug/mL, em pH 4,50; 30°C; 120
minutos de contato. Estimativa da quantidade de biomassa necessaria para se conseguir a

remocéo total do corante= (A) autoclavada: 13,231mg/mL; (B) n&o autoclavada: 20,542mg/mL.
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FIGURA 4.10.11. Neurospora crassa 74A autoclavada (A) e nao autoclavada (B), em contato
com o corante “Direct Red 23" (concentragéo inicial de 100ug/mL, em pH 6,50; 30°C; 120
minutos de contato. Estimativa da quantidade de biomassa necessaria para se conseguir a

remocao total do corante= (A) autoclavada: 16,059mg/mL; (B) ndo autoclavada: 17,239mg/mL.
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Os testes de biosorcdo em diferentes valores de pH do corante
“Direct Red 23”; na concentragao inicial de 100ug/mL e o fungo Neurospora
crassa 74A, autoclavada e ndo autoclavada, indicaram que o0 meio mais acido &
mais eficaz na remogéo do corante em solugdo aquosa, e que a biomassa
autoclavada funciona como melhor substrato, do que a biomassa viva, no
tempo de contato de 120 minutos. Conforme as estimativas das quantidades de
biomassas necessarias para promover a remoc¢ao total dos corantes avaliados,
nos valores de pH 2,50; 4,50 e 6,50. Estes resultados estdo indicados nas
(FIGURAS 4.10.9., 4.10.10., 4.10.11.) para o corante “Direct Red 23”.

CORSO, (1998), relata que os fungos autoclavados apresentam
melhor mecanismo de remocgéo do corante em solugdo aquosa. Ja as células
fungicas vivas agem como se o corante fosse um corpo estranho e que
necessita ser removido, através de sistemas enzimaticos, os quais dificultariam
os sitios adsortivos a receberem as moléculas do corante. Por outro lado, no
momento em que ocorre autoclavagem, estes sistemas enzimaticos cessam, e
as células se tornam um substrato mais propicio a aproximagcao de moléculas

estranhas.
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TESTE DE BIOSORTIVIDADE DO CORANTE “DIRECT RED 23” SEGUNDO
AS ISOTERMAS DE ADSORGAO DE FREUNDLICH LANGMUIR
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FIGURA 4.10.12. Estudo da biosor¢gdo do corante “Direct Red 23", por biomassa de
Neurospora crassa 74A, ndo autoclavada, realizado através das Isotermas de Freundlich (A) e
Langmuir (B), no pH 2,50; 30°C; concentragéo inicial do corante de 100ug/mL; concentragéo de

biomassa variando de 0,755 a 6,04ug/mL e tempo de contato de 120 minutos.
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FIGURA 4.10.13. Estudo da biosor¢do do corante “Direct Red 23", por biomassa de
Neurospora crassa T4A, autoclavada, realizado através das Isotermas de Freundlich (A) e
Langmuir (B), no pH 2,50; 30°C; concentragao inicial do corante de 100ug/mL; concentragéo de

biomassa variando de 0,755 a 6,04ug/mL e tempo de contato de 120 minutos.
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A equacgao que relaciona a quantidade de moléculas sobre uma
superficie a pressdo e a temperatura constante, € denominada Isoterma de
Adsorcgao, (MOORE, 1968).

As moléculas e atomos podem atacar a superficie de duas
maneiras, fisicamente ou quimicamente. Na adsor¢ao fisica, ou fisiosorgao,
ocorre uma interagdo de van der Walls entre o adsorbato e o substrato. Tais
interacbes podem ser extensas, porém fracas, e a energia que € liberada
quando a particula é fisiosorvida é tdo pequena que pode ser adsorvida como
vibracdo de baixa intensidade, na verdade, as moléculas ficam aderidas a
superficie apés um processo de acomodacédo entre as forgas atuantes no
equilibrio.

Por sua vez, na quimiosorgéo, ou adsor¢éo quimica, as particulas
interagem com a superficie, formando uma ligagdo quimica, usualmente
ligagbes covalentes, e tendem a encontrar um numero maximo de sitios com o
substrato. A entalpia da quimiosorgdo € muito maior do que o da fisiosorcao,
uma molécula quimiosortiva pode ser removida separadamente se a valéncia
da ligacao nao estiver correspondendo com a da superficie, (ATKINS, 1991).

A Isoterma de Langmuir baseia-se no recobrimento gradual de
uma superficie pelas moléculas adsorvidas, dando-se a saturacdo quando a
camada adsorvida tem a espessura uniforme de uma molécula. A Isoterma é
especialmente aplicavel aos casos de quimiosor¢cdo, onde as moléculas
adsorvidas sdo mantidas na superficie por ligagdes comparaveis as dos
compostos quimicos, ficam em equilibrio e formam uma mono camada,
(CASTELLAN, 1964).

No entanto, como pode surgir também uma espécie de adsorgéo
onde a camada quimiosorvida pode desempenhar o papel de um composto
intermediario no processo de catalise da reagcdo, em que ocorra ligacoes
molécula-molécula do adsorbato, formando multicamadas e intercalando os
processos de fisiosorgdo e quimiosor¢cdo. Surgiram outras Isotermas de
Adsorgcédo para tentarem melhor explicar cada fendbmeno adsortivo, como a
Equacéao de Freundlich que utiliza as propor¢des logaritmicas para analisar as

possibilidades de reagdes, as quais permitem avaliar se um determinado
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fendbmeno é resultado de adsor¢do em monocamadas ou em multicamadas.
Associando-se as variaveis a um sistema de regressao, permitindo verificar
qual apresenta melhor correlagdo entre cada equacéo estudada, (ATKINS,
1991).

A aplicagdo das equagbes de Freundlich e Langmuir para a
interagdo entre o fungo Neurospora crassa 74A e o corante “Direct Red 237
“Erythrosine B” em pH 2,50, revelam que a Equacao de Freundlich foi a mais
favoravel, apresentando melhor coeficiente de regressdo em todas as
situacdes estudadas, tanto em biomassas nao autoclavadas (FIGURA 4.10.12.)
e autoclavadas (FIGURA 4.10.13.). Portanto, a adsorgédo ocorre por
multicamadas de moléculas de corantes.

Para se realizar estes testes foram utilizados parametros
semelhantes aos demais ensaios realizados, ou seja, manteve-se a
concentracéo de corante constante e variou-se a concentracdo de biomassa

para uma quantidade crescente.
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TESTE DE TOLERANCIA A DIFERENTES CONCENTRAGOES DO
CORANTE “DIRECT RED 23”

0,65 e —

] = ]

] . . ]

0,55 - .

i} - \.\ -
O

2 0,50 — ]

© - u i
7

5 0,45 - .

S ] a ]
(a1

0,40 — / .
0,35 - / —

8 | —m— Neurospora crassa - sem corante - pH 6,50 1
0,30 —————Y7 17T 71—+
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (dias)

FIGURA 4.10.14. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, sem a adigdo do

corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias (controle).
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FIGURA 4.10.15. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adigdo de

20ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.10.16. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adi¢do de

40ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.10.17. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adigéo de

60ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.10.18. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adi¢do de

80ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.10.19. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adicdo de

100ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.10.20. Correlagéo entre a produgéo de biomassa e as concentragdes crescentes do
corante, em pH 6,50, apos 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.10.21. Teste de tolerancia: % inibicdo na produgédo de biomassa com concentragédo
crescente do corante, em pH 6,50, apds 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.10.22. Correlagéo entre a produgéo de biomassa e as concentragdes crescentes do

corante, em pH 4,50, apos 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.10.23. Teste de tolerancia: % inibicdo na produgéo de biomassa com concentragédo

crescente do corante, em pH 4,50, ap6s 7 dias de cultivo.



RESULTADOS E DISCUSSAO119

0,6 T T T T T T T T T T T
i —m— "Direct Red 23" - pH 2,50 |
- Tempo= 7 dias
0,5 — biomassa seca= 0,44591 + (-0,00364 * [ ] corante) -
- } R=0,9439
(S
D 044
g '
© 4
&
& 0,3
@
w -1
©
e 0,2
i)
m -
0,1
T T T T T T T T T T

T
0 20 40 60 80 100
Concentragao de corante (ug/mL)

FIGURA 4.10.24. Correlagao entre a produgéo de biomassa e as concentra¢des crescentes do
corante, em pH 2,50, apés 7 dias de cultivo.

% de inibicdo

—m— "Direct Red 23" - pH 2,50

% inibigdo= 13,56665 + (0,7053003 * [ ] corante)

0 - [ R=0,9439

] EC,,= 51,656ug/mL - EC, = 122,548ug/mL

-10 T T T T T T T . T r .
0 20 40 60 80 100

Concentragcao de corante (ug/mL)

FIGURA 4.10.25. Teste de tolerancia: % inibicdo na produgéo de biomassa com concentragéo
crescente do corante, em pH 2,50, ap6s 7 dias de cultivo.
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Este estudo demonstrou o comportamento do fungo Neurospora
crassa 7T4A a toxicidade dos corantes, esta ocorréncia varia de corante para
corante, sendo influenciado também pelo pH em que ocorre a interacao de
desenvolvimento do fungo e diferentes concentragbes de corantes.

Como ficou demonstrado, Neurospora crassa 74A atingiu sua fase
exponencial de crescimento no 7° dia, (FIGURA 4.10.14.), tempo este que foi
estabelecido para a determinacao do ECsp e Ec1gp.

A sensitividade do fungo para os 4 corantes analisados indicou
que estes corantes apresentam certo grau de toxicidade, assim como, de
tolerancia, no desenvolvimento do fungo.

Pelas (FIGURAS 4.10.15. a 4.10.19.), observa-se que a medida
que aumenta a concentracado de corante, a fase exponencial de crescimento
em determinada concentracao vai diminuindo, dando uma demonstragéo clara
que, a resposta no crescimento do fungo a estes agentes se faz sentir,
(FIGURAS 4.10.20. a2 4.10.22 e 4.10.24.). Pode-se verificar que a producao de
biomassa diminui com 0 aumento da concentragao de corante.

Para o “Direct Red 23", a medida que abaixa o pH pode-se
perceber o aumento da toxicidade, uma vez que, o ECsy diminui de
78,820ug/mL, em pH 6,50, para 51,650ug/mL, em pH 2,50, (FIGURAS
4.10.21.;4.10.23 € 4.10.25.).
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pH

4.11. Espectro UV-Vis do corante “Erythrosine B” a diferentes valores de
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FIGURA 4.11.1. Varredura espectral do corante “Erythrosine B”, nos valores de

pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentragédo do corante de 100ug/mL; comprimento

de onda de 200-800nm, caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura

feita em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.

pH 2,50

Absorbancia®*"™= 0,00123 + (0,01 x concentragdo corante)
R= 0,99998

pH 4,50

Absorbancia®®"™= -3,33333E-04 + (0,011041 x concentraco corante)

R=0,99997
pH 6,50

Absorbancia®*"= 9E-04 + (0,01057 x concentraco corante)
R=0,99996
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.11.2. Varredura espectral do corante “Erythrosine B” de 200-350nm (ultravioleta),
concentragéo do corante de 100ug/mL; comprimento de onda de 200-800nm; pH 2,50; caminho

Optico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.11.3. Varredura espectral do corante “Erythrosine B” de 200-350nm (ultravioleta),
concentragcéo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho éptico de
5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.11.4. Varredura espectral do corante “Erythrosine B’ de 350-800nm (visivel),

concentragao do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;
leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.11.5. Varredura espectral do corante “Erythrosine B” de 350-800nm (visivel),
concentragcdo do corante de 100ug/mL; ap6s 120 horas de contato; pH 2,50; caminho éptico de
5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.11.6. Espectros de absor¢cdo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante
“Erythrosine B” no pH 2,50 (original e apés 120 horas de contato), na forma de pastilha
preparadas na proporgdo de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras

feitas em espectrofotdbmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.11.7. Espectros de absorcdo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™'de parede
celular de Neurospora crassa 74A, e micélio fungico em contato com o corante “Erythrosine B”
por 120 horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na propor¢ao de 1mg da amostra

para 149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotdmetro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

FIGURA 4.11.1. mostra que este corante apresenta absorbéancia
estavel quando submetido a variagdes dos valores de pH.

Na FIGURA 4.11.2. o corante apresenta bandas em 207 e 257nm,
caracteristicos das bandas de aromaticos halogenados (DYER, 1969), e banda
em 310nm, tipicos da ramificagdo quindlica. Ja nos espectros do visivel, este
corante apresenta as suas propriedades croméforas, com bandas em 523nm.
(FIGURA 4.11.4.). Ap6és 120 horas (FIGURA 4.11.3.), apresenta uma
ondulagdo em 215nm, sugerindo a formagéo de benzeno sulfuroso (PASTO e
JOHNSON, 1977). Entre 270 e 287nm ocorre a formagdo de banda difuso,
sugerindo a presenca de acido benzo6ico em 270nm e ion fenoxido em 287nm
(PASTO e JOHNSON, 1977). No visivel (FIGURA 4.11.5.), ocorre um

deslocamento de banda para 550nm.
Estudo na regiao do Infravermelho (FT-IR)

Na FIGURA 4.11.6., referente aos espectros de FTIR, podemos
constatar que no controle ha uma banda em torno de 3450cm™, provavelmente,
segundo SILVERSTEIN et al., (1987), devido ao benzoato e ao oxano. Uma
ligeira banda em 2980cm™, caracteristico do grupo quindlico, o mesmo
aconteceu em 1675cm™. Outras bandas caracteristicas podem ser encontradas
em 1300cm™ e 1150cm'1, atribuidas ao benzoato de sodio. Apdés 120 horas de
contato com a biomassa de N. crassa, verificou-se o aparecimento de 2 bandas
em 3450cm™ e 3330cm™, provavelmente devido & formacdo de fenol. Em
1710cm™ ocorreu o surgimento de uma banda nova, presumivelmente pela
transformagao de benzoato em acido benzoico. Na FIGURA 4.11.7. constatou-
se que a diferenca entre controle e a biomassa, depois de 120 horas,
apresenta caracteristicas de biosorcao, indicando que as células de N. crassa
liberaram enzimas extracelulares, que transformaram o corante residual,
atuando relativamente pouco nas moléculas de corante que estavam aderidas

na parede celular.
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FIGURA 4.11.8. Corante “Erythrosine B”, com as provaveis alteragdes estruturais apos

processo de biosorgéo/biodegradacgéao, apdés 120 horas de contato.
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TESTE DE BIOSORTIVIDADE DO CORANTE “ERYTHROSINE B” EM
DIFERENTES VALORES DE pH

—M— Neurospora crassa 74A - pH 2,50
100 = Corante remanescente= 57.11641 + (-16.65137 x biomassa)
4 R=0,70111 J

Corante remanescente (ug/mL)

Biomassa autoclavada (mg/mL)
A

—M— Neurospora crassa 74A - pH 2,50
Corante remanescente= 62.22183 + (-14,35269 x biomassa) u
R=0,69323

100 ]

Corante remanescente (ug/mL)

Biomassa ndo autoclavada (mg/mL)
B

FIGURA 4.11.9. Neurospora crassa 74A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato
com o corante “Erythrosine B” (concentrag&o inicial de 100ug/mL, em pH 2,50; 30°C; 120
minutos de contato.
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110 T : : : : : : : :
- —M— Neurospora crassa 74A - pH 4,50 <
100 | ——— Corante remanescente= 65.08932 + (-13.09165 x biomassa) —
. R=0,68767 E

Corante remanescente (ug/mL)

Biomassa autoclavada (mg/mL)

110 T T T T T T T T T
4 —M— Neurospora crassa 74A - pH 4,50 -
100 ] Corante remanescente= 69.43568 + (-12.87086 x biomassa) H
. R=10,72928 .

Corante remanescente (ug/mL)

Biomassa n&do autoclavada (mg/mL)

FIGURA 4.11.10. Neurospora crassa 74A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato
com o corante “Erythrosine B” (concentragéo inicial de 100ug/mL, em pH 4,50; 30°C; 120
minutos de contato.
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T T T T T T T T

100 m —M— Neurospora crassa 74A - pH 6,50 a
—— Corante remanescente= 82.46162 + (-12.24649 x biomassa)
T R=0,8689 .

Corante remanescente (ug/mL)

Biomassa autoclavada (mg/mL)

T
100 - —M— Neurospora crassa 74A - pH 6,50 1
—— Corante remanescente= 91.23933 + (-5.93356 x biomassa)
. R=0,86065 i
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Biomassa nao autoclavada (mg/mL)

FIGURA 4.11.11. . Neurospora crassa 74A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato

com o corante “Erythrosine B” (concentragéo inicial de 100ug/mL, em pH 6,50; 30°C; 120
minutos de contato.
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Os testes de biosorcdo em diferentes valores de pH do corante
“Erythrosine B”; na concentragéo inicial de 100ug/mL e o fungo Neurospora
crassa 74A, autoclavada e ndo autoclavada, indicaram que o0 meio mais acido &
mais eficaz na remogéo do corante em solugdo aquosa, e que a biomassa
autoclavada funciona como melhor substrato, do que a biomassa viva, no
tempo de contato de 120 minutos. Conforme as estimativas das quantidades de
biomassas necessarias para promover a remoc¢ao total dos corantes avaliados,
nos valores de pH 2,50; 4,50 e 6,50. Estes resultados estdo indicados nas
(FIGURAS 4.11.9.,4.11.10., 4.11.11.).

Ha demais aplicagbes cientificas deste com corante,
relacionando-se com biomassa microbiana, neste sentido SHARF, (1978),
elaborou o teste de viabilidade celular para leveduras, utilizando o corante
eritrosina, o qual indicaria pela coloragao, as células que estavam mortas.

CORSO, (1998), relata que os fungos autoclavados apresentam
melhor mecanismo de remocgéo do corante em solugao aquosa. Ja as células
fungicas vivas agem como se o corante fosse um corpo estranho e que
necessita ser removido, através de sistemas enzimaticos, os quais dificultariam
os sitios adsortivos a receberem as moléculas do corante. Por outro lado, no
momento em que ocorre autoclavagem, estes sistemas enzimaticos cessam, e
as células se tornam um substrato mais propicio a aproximag¢ao de moléculas

estranhas.
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TESTE DE BIOSORTIVIDADE DO CORANTE “ERYTHROSINE B”
SEGUNDO AS ISOTERMAS DE ADSORGAO DE FREUNDLICH LANGMUIR
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FIGURA 4.11.12. Estudo da biosorcdo do corante “Erythrosine B”, por biomassa de
Neurospora crassa 74A, autoclavada, realizado através das Isotermas de Freundlich (A) e
Langmuir (B), no pH 2,50; 30°C; concentrag&o inicial do corante de 100ug/mL; concentragéo de

biomassa variando de 0,755 a 6,04ug/mL e tempo de contato de 120 minutos.
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FIGURA 4.11.13. Estudo da biosor¢cdo do corante “Erythrosine B”, por biomassa de
Neurospora crassa 74A, nao autoclavada, realizado através das Isotermas de Freundlich (A) e
Langmuir (B), no pH 2,50; 30°C; concentrago inicial do corante de 100ug/mL; concentragéo de

biomassa variando de 0,755 a 6,04ug/mL e tempo de contato de 120 minutos.
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A equacgao que relaciona a quantidade de moléculas sobre uma
superficie a pressdo e a temperatura constante, € denominada Isoterma de
Adsorcgao, (MOORE, 1968).

As moléculas e atomos podem atacar a superficie de duas
maneiras, fisicamente ou quimicamente. Na adsor¢ao fisica, ou fisiosorgao,
ocorre uma interagdo de van der Walls entre o adsorbato e o substrato. Tais
interacbes podem ser extensas, porém fracas, e a energia que € liberada
quando a particula é fisiosorvida é tdo pequena que pode ser adsorvida como
vibracdo de baixa intensidade, na verdade, as moléculas ficam aderidas a
superficie apés um processo de acomodacédo entre as forgas atuantes no
equilibrio.

Por sua vez, na quimiosorgéo, ou adsor¢éo quimica, as particulas
interagem com a superficie, formando uma ligagdo quimica, usualmente
ligagbes covalentes, e tendem a encontrar um numero maximo de sitios com o
substrato. A entalpia da quimiosorgdo € muito maior do que o da fisiosorcao,
uma molécula quimiosortiva pode ser removida separadamente se a valéncia
da ligacao nao estiver correspondendo com a da superficie, (ATKINS, 1991).

A Isoterma de Langmuir baseia-se no recobrimento gradual de
uma superficie pelas moléculas adsorvidas, dando-se a saturacdo quando a
camada adsorvida tem a espessura uniforme de uma molécula. A Isoterma é
especialmente aplicavel aos casos de quimiosor¢cdo, onde as moléculas
adsorvidas sdo mantidas na superficie por ligagdes comparaveis as dos
compostos quimicos, ficam em equilibrio e formam uma mono camada,
(CASTELLAN, 1964).

No entanto, como pode surgir também uma espécie de adsorgéo
onde a camada quimiosorvida pode desempenhar o papel de um composto
intermediario no processo de catalise da reagcdo, em que ocorra ligacoes
molécula-molécula do adsorbato, formando multicamadas e intercalando os
processos de fisiosorgdo e quimiosor¢cdo. Surgiram outras Isotermas de
Adsorgcédo para tentarem melhor explicar cada fendbmeno adsortivo, como a
Equacéao de Freundlich que utiliza as propor¢des logaritmicas para analisar as

possibilidades de reagdes, as quais permitem avaliar se um determinado
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fendbmeno é resultado de adsor¢do em monocamadas ou em multicamadas.
Associando-se as variaveis a um sistema de regressao, permitindo verificar
qual apresenta melhor correlagdo entre cada equacéo estudada, (ATKINS,
1991).

A aplicagdo das equagbes de Freundlich e Langmuir para a
interacéo entre o fungo Neurospora crassa 74A e o corante “Erythrosine B” em
pH 2,50, demonstra que a Equacdo de Freundlich foi a mais favoravel,
apresentando melhores coeficientes de regressdo em todas as situagbes
estudadas, tanto em biomassas ndo autoclavadas (FIGURA 4.11.12.) e
autoclavadas (FIGURA 4.11.13.). Portanto, a adsor¢gdo ocorre por
multicamadas de moléculas de corantes.

Para se realizar estes testes foram utilizados parametros
semelhantes aos demais ensaios realizados, ou seja, manteve-se a
concentracéo de corante constante e variou-se a concentracdo de biomassa

para uma quantidade crescente.
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TESTE DE TOLERANCIA A DIFERENTES CONCENTRAGOES DO
CORANTE “ERYTHROSINE B”
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FIGURA 4.11.14. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, sem a adi¢do do

corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias (controle).

0,45

"
(|
- \- -
-
& 0,40 - —
~
(@)]
£ ] ]
S 0,35 -
(]
(2] | |
o ] ]
?
S 0,30 / \ i
ke . / '\ ]
m
|
0’25— n . n T
| —m=—20ug/mL "Erythrosine B" - pH 6,50 |
| T | T | T | T | T | T | T | T | T |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (dias)

FIGURA 4.11.15. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adi¢do de

20ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.11.16. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adicdo de
40ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.11.17. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adi¢do de
60ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.11.18. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adigéo de
80ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.11.19. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adicdo de
100ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.10.20. Correlacdo entre a produgéo de biomassa e as concentragdes crescentes do
corante, em pH 6,50, apés 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.11.21. Teste de tolerancia: % inibicdo na produgéo de biomassa com concentragéo
crescente do corante, em pH 6,50, ap6s 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.11.22. Correlacdo entre a produgéo de biomassa e as concentragdes crescentes do
corante, em pH 4,50, apos 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.11.23. Teste de tolerancia: % inibicao na producéo de biomassa com concentragéo
crescente do corante, em pH 4,50, apés 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.11.24. Correlagdo entre a produgéo de biomassa e as concentragbes crescentes do corante,
em pH 2,50, apés 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.11.25. Teste de tolerancia: % inibicao na produgéo de biomassa com concentragéo
crescente do corante, em pH 2,50, ap6s 7 dias de cultivo.
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Este estudo demonstrou o comportamento do fungo Neurospora
crassa 74A a toxicidade do corante “Erythrosine B”, sendo influenciado também
pelo pH em que ocorre a interacdo de desenvolvimento do fungo e diferentes
concentragdes do corante.

Como ficou demonstrado, Neurospora crassa 74A atingiu sua fase
exponencial de crescimento no 7° dia, (FIGURAS 4.11.14.), tempo este que foi
estabelecido para a determinacao do ECsp e Ec1gp.

A sensitividade do fungo para os 4 corantes analisados indicou
que estes corantes apresentam certo grau de toxicidade, assim como, de
tolerancia, no desenvolvimento do fungo.

Pelas FIGURAS 4.11.15. a 4.11.19.), observa-se que a medida
que aumenta a concentracado de corante, a fase exponencial de crescimento
em determinada concentracao vai diminuindo, dando uma demonstragéo clara
que, a resposta no crescimento do fungo a estes agentes se faz sentir,
(FIGURAS 4.11.20. a 4.11.22 e 4.11.24.). Pode-se verificar que a producgéo de
biomassa diminui com 0 aumento da concentragao de corante.

No que se refere a “Erythrosine B”, pode-se perceber que em pH
4,50 ocorre diminuigdo da toxicidade com o aumento do ECsy, (FIGURAS
4.11.21.;4.11.23. € 4.11.25.).

Pode-se verificar também que o EC19p acompanha os parametros

proporcionais do ECsp, em todos os casos.
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4.12. Espectro UV-Vis do corante “Procion Red MX-5B” a diferentes

valores de pH
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FIGURA 4.12.1. Varredura espectral do corante “Procion Red MX-5B”, nos
valores de pH de 2,50; 4,50 e 6,50. Concentragdo do corante de 100ug/mL;
comprimento de onda de 200-800nm, caminho éptico de 5mm; cubeta de

Quartzo; leitura feita em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.

oH 2,50
Absorbancia®*®"™= -3,33333-05 + (3,23046E04 x concentragdo corante)
R=0,99999

oH 4,50

Absorbancia®**"™= 3E04 + (6,36564E-04 x concentracdo do corante)
R=0,99999

pH 6,50

Absorbancia®*®"™= -0,00303 + (8,732E-04 x concentracdo corante)
R=0,99998
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Analise em Espectro UV-Vis
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FIGURA 4.12.2. Varredura espectral do corante “Procion Red MX-5B” de 200-350nm
(ultravioleta), concentragédo do corante de 100ug/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5Smm; cubeta
de Quartzo; leitura em espectrofotobmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.12.3. Varredura espectral do corante “Procion Red MX-5B” de 200-350nm
(ultravioleta), concentragdo do corante de 100ug/mL; ap6és 120 horas de contato; pH 2,50;

caminho 6ptico de 5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotbmetro Shimadzu UV-2401
PC.
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FIGURA 4.12.4. Varredura espectral do corante “Procion Red MX-5B” de 350-800nm (visivel),
concentragao do corante de 100pg/mL; pH 2,50; caminho éptico de 5mm; cubeta de Quartzo;

leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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FIGURA 4.12.5. Varredura espectral do corante “Procion Red MX-5B” de 350-800nm (visivel),
concentragao do corante de 100ug/mL; apds 120 horas de contato; pH 2,50; caminho éptico de

5mm; cubeta de Quartzo; leitura em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.
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Analise em Espectro FT-IR
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FIGURA 4.12.6. Espectros de absor¢do em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™ do corante
“Procion Red MX-5B” no pH 2,50 (original e apés 120 horas de contato), na forma de pastilha
preparadas na propor¢do de 1mg do corante (massa seca) para 149mg de KBr, com leituras

feitas em espectrofotdmetro Shimadzu 8300.
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FIGURA 4.12.7. Espectros de absorcdo em FT-IR na regido de 400 a 5000cm™'de parede
celular de Neurospora crassa 74A, e micélio fingico em contato com o corante “Procion Red
MX-5B” por 120 horas em pH 2,50, na forma de pastilhas preparadas na propor¢cédo de 1mg da

amostra para 149mg de KBr, leituras feitas em espectrofotémetro Shimadzu 8300.
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Estudo na regidao do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

A FIGURA 4.12.1. revela que este corante ndo altera suas
caracteristicas absortivas, quando submetido a variagao de pH.

O espectro UV-Vis do corante controle (FIGURA 4.12.2.) o naftol
se sobressai nas bandas 226, 275, 320 e 331nm, segundo INDEX MERCK
(1976). Sendo que, em 263nm provavelmente seja o efeito de cloro-triazina,
(SILVERSTEIN et al., 1987). A FIGURA 4.12.4., percebeu-se uma ligeira
ondulacdo entre 350 e 360nm, presumivelmente devido as ligagdes azo, e a
banda principal croméforo em 536 nm. Na FIGURA 4.12.3. do espectro de UV
da regido de contato, resta apenas uma ondulagdo na regido entre 263 e
265nm, devido a formacédo de cloro-triazina livre e naftol livre. A FIGURA
4.12.5. revela uma oscilacao de banda para 510nm, pode-se perceber também

que, grande parte do corante foi removida do sobrenadante.
Estudo na regiao do Infravermelho (FT-IR)

A FIGURA 4.12.6. do espectro do corante controle indica banda
entre 3300 e 3400cm™, caracteristico do fenol/ naftol, outra em 1576 e 1429cm’
' tipica, segundo SILVERSTEIN et al., (1987), das ligacdes azobenzeno.
Também em 900cm™, caracteristico do naftol. Apos contato de 120 horas
verificou-se o aparecimento de banda em 3250cm’, outra em 2900cm™,
caracteristico do surgimento de aminas primarias. Bandas em 1650cm™ e
1250cm™’ também sao caracteristicas da existéncia de aminas primarias livres.
O mesmo pode-se observar na FIGURA 4.12.7, com ampliagédo da banda em
3250cm™ e 3000cm™ e em 1650cm™ e 1250cm™, devido & presenca de aminas
primarias.

Como todos os demais corantes, este pode ter sofrido hidrélise
quimica. Alguns aspectos mais explicativos poderiam ter sido confirmados por

Espectrofotometria de Massa.
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FIGURA 4.12.8. Corante “Procion Red MX-5B”, com as provaveis alteragdes estruturais apos

processo de biosorgéo/biodegradacéo, apds 120 horas de contato.
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TESTE DE BIOSORTIVIDADE DO CORANTE “PROCION RED MX-5B” EM
DIFERENTES VALORES DE pH
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FIGURA 4.12.9. Neurospora crassa 74A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato
com o corante “Procion Red MX-5B” (concentragéo inicial de 100ug/mL, em pH 2,50; 30°C; 120
minutos de contato. Estimativa da quantidade de biomassa necessaria para se conseguir a

remocao total do corante= (A) autoclavada: 5,662mg/mL; (B) ndo autoclavada: 5,900mg/mL.
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FIGURA 4.12.10. Neurospora crassa 7T4A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato
com o corante “Procion Red MX-5B” (concentragéo inicial de 100ug/mL, em pH 4,50; 30°C; 120
minutos de contato. Estimativa da quantidade de biomassa necessaria para se conseguir a

remocéo total do corante= (A) autoclavada: 5,599mg/mL; (B) ndo autoclavada: 6,298mg/mL.
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FIGURA 4.12.11. Neurospora crassa 74A autoclavada (A) e ndo autoclavada (B), em contato
com o corante “Procion Red MX-5B” (concentragéo inicial de 100ug/mL, em pH 4,50; 30°C; 120
minutos de contato. Estimativa da quantidade de biomassa necessaria para se conseguir a

remocao total do corante= (A) autoclavada: 6,099mg/mL; (B) n&o autoclavada: 6,858mg.mL.

Os testes de biosor¢cdo em diferentes valores de pH do corante

“Procion Red MX-5B”, na concentracédo inicial de 100ug/mL e o fungo
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Neurospora crassa 74A, autoclavada e n&o autoclavada, indicaram que o meio
mais acido é mais eficaz na remo¢ao do corante em solugdo aquosa, € que a
biomassa autoclavada funciona como melhor substrato, do que a biomassa
viva, no tempo de contato de 120 minutos. Conforme as estimativas das
quantidades de biomassas necessarias para promover a remog¢ao total dos
corantes avaliados, nos valores de pH 2,50; 4,50 e 6,50. Estes resultados estao
indicados nas (FIGURAS 4.12.9., 4.12.10., 4.12.11.), para o corante “Procion
Red MX-5B”.

CORSO, (1998), relata que os fungos autoclavados apresentam
melhor mecanismo de remocg&o do corante em solugdo aquosa. Ja as células
fungicas vivas agem como se o corante fosse um corpo estranho e que
necessita ser removido, através de sistemas enzimaticos, os quais dificultariam
os sitios adsortivos a receberem as moléculas do corante. Por outro lado, no
momento em que ocorre autoclavagem, estes sistemas enzimaticos cessam, e
as células se tornam um substrato mais propicio a aproximag¢ao de moléculas

estranhas.
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TESTE DE BIOSORTIVIDADE DO CORANTE “PROCION RED MX-5B”
SEGUNDO AS ISOTERMAS DE ADSORGAO DE FREUNDLICH LANGMUIR
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FIGURA 4.12.12. Estudo da biosor¢cdo do corante “Procion Red MX-5B”, por biomassa de

Neurospora crassa 74A, nao autoclavada, realizado através das Isotermas de Freundlich (A) e

Langmuir (B), no pH 2,50; 30°C; concentragao inicial do corante de 100ug/mL; concentragéo de

biomassa variando de 0,755 a 6,04ug/mL e tempo de contato de 120 minutos.



RESULTADOS E DISCUSSAO153

2,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
. —m— "Procion Red MX-5B - pH 2,50
Log x/m=1,567387 + (1,780413 * Log Ceq) . -
J R=0,9541

Biomassa autoclavada

Log (x/m)

02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
Log Ceq

Ceq.(m/x)

—m— "Procion Red MX-5B - pH 2,50

—— Ceq.(m/x)= 0,1959424 + (2,224129E-02 * Ceq)
R=0,9784

0,0 Biomassa autoclavada L

T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Ceq

FIGURA 4.12.13. Estudo da biosor¢do do corante “Procion Red MX-5B”, por biomassa de
Neurospora crassa T4A, autoclavada, realizado através das Isotermas de Freundlich (A) e
Langmuir (B), no pH 2,50; 30°C; concentragéo inicial do corante de 100ug/mL; concentragéo de

biomassa variando de 0,755 a 6,04ug/mL e tempo de contato de 120 minutos.



RESULTADOS E DISCUSSAO154

A equacgao que relaciona a quantidade de moléculas sobre uma
superficie a pressdo e a temperatura constante, € denominada Isoterma de
Adsorcgao, (MOORE, 1968).

As moléculas e atomos podem atacar a superficie de duas
maneiras, fisicamente ou quimicamente. Na adsor¢ao fisica, ou fisiosorgao,
ocorre uma interagdo de van der Walls entre o adsorbato e o substrato. Tais
interacbes podem ser extensas, porém fracas, e a energia que € liberada
quando a particula é fisiosorvida é tdo pequena que pode ser adsorvida como
vibracdo de baixa intensidade, na verdade, as moléculas ficam aderidas a
superficie apés um processo de acomodacédo entre as forgas atuantes no
equilibrio.

Por sua vez, na quimiosorgéo, ou adsor¢éo quimica, as particulas
interagem com a superficie, formando uma ligagdo quimica, usualmente
ligagbes covalentes, e tendem a encontrar um numero maximo de sitios com o
substrato. A entalpia da quimiosorgdo € muito maior do que o da fisiosorcao,
uma molécula quimiosortiva pode ser removida separadamente se a valéncia
da ligacao nao estiver correspondendo com a da superficie, (ATKINS, 1991).

A Isoterma de Langmuir baseia-se no recobrimento gradual de
uma superficie pelas moléculas adsorvidas, dando-se a saturacdo quando a
camada adsorvida tem a espessura uniforme de uma molécula. A Isoterma é
especialmente aplicavel aos casos de quimiosor¢cdo, onde as moléculas
adsorvidas sdo mantidas na superficie por ligagdes comparaveis as dos
compostos quimicos, ficam em equilibrio e formam uma mono camada,
(CASTELLAN, 1964).

No entanto, como pode surgir também uma espécie de adsorgéo
onde a camada quimiosorvida pode desempenhar o papel de um composto
intermediario no processo de catalise da reacdo, em que ocorram ligacoes
molécula-molécula do adsorbato, formando multicamadas e intercalando os
processos de fisiosorgdo e quimiosor¢cdo. Surgiram outras Isotermas de
Adsorgcédo para tentarem melhor explicar cada fendbmeno adsortivo, como a
Equacéao de Freundlich que utiliza as propor¢des logaritmicas para analisar as

possibilidades de reagdes, as quais permitem avaliar se um determinado
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fendbmeno é resultado de adsor¢do em monocamadas ou em multicamadas.
Associando-se as variaveis a um sistema de regressao, permitindo verificar
qual apresenta melhor correlagdo entre cada equacéo estudada, (ATKINS,
1991).

A aplicagdo das equagbes de Freundlich e Langmuir para a
interacédo entre o fungo Neurospora crassa 74A e o corante “Procion Red MX-
5B”, em pH 2,50, revelam que a Equacéo de Freundlich foi a mais favoravel,
apresentando melhores coeficientes de regressdo em todas as situagbes
estudadas, tanto em biomassas n&do autoclavadas (FIGURA 4.12.12.) e
autoclavadas (FIGURA 4.12.13.). Portanto, a adsor¢gdo ocorre por
multicamadas de moléculas de corantes.

Para se realizar estes testes foram utilizados parametros
semelhantes aos demais ensaios realizados, ou seja, manteve-se a
concentracéo de corante constante e variou-se a concentracdo de biomassa

para uma quantidade crescente.
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TESTE DE TOLERANCIA A DIFERENTES CONCENTRAGOES DO
CORANTE “PROCION RED MX-5B”
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FIGURA 4.12.14. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, sem a adi¢do do

corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias de cultivo (controle).
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FIGURA 4.12.15. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adi¢do de
20ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.12.16. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adi¢do de
40ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.12.17. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adigéo de
60ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.12.18. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adi¢do de
80ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.12.19. Curva de crescimento do fungo Neurospora crassa 74A, com a adicdo de
100ug/mL do corante, em pH 6,50, pelo periodo de 17 dias.
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FIGURA 4.12.20. Correlagéo entre a producéo de biomassa e as concentragdes crescentes do
corante, em pH 6,50, apés 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.12.21. Teste de tolerancia: % inibicdo na producdo de biomassa com concentracdo
crescente do corante, em pH 6,50, apés 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.12.22. Correlacéo entre a produgéo de biomassa e as concentragdes crescentes do
corante, em pH 4,50, apés 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.12.23. Teste de tolerancia: % inibicdo na producdo de biomassa com concentracdo
crescente do corante, em pH 4,50, apds 7 dias de cultivo.
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corante, em pH 2,50, apos 7 dias de cultivo.
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FIGURA 4.12.25. Teste de tolerancia: % inibicdo na produgéo de biomassa com concentragédo
crescente do corante, em pH 2,50, apés 7 dias de cultivo.
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Este estudo demonstrou o comportamento do fungo Neurospora
crassa T4A a toxicidade do corante, esta ocorréncia varia de corante para
corante, sendo influenciado também pelo pH em que ocorre a interacédo de
desenvolvimento do fungo e diferentes concentragbes de corantes.

Como ficou demonstrado, Neurospora crassa 74A atingiu sua fase
exponencial de crescimento no 7° dia, (FIGURAS 4.12.14), tempo este que foi
estabelecido para a determinacao do ECsp e Ecqgo.

A sensitividade do fungo para os 4 corantes analisados indicou
que estes corantes apresentam certo grau de toxicidade, assim como, de
tolerancia, no desenvolvimento do fungo.

Pelas FIGURAS de 4.12.15. a 4.12.19., observa-se que a medida
que aumenta a concentracdo de corante, a fase exponencial de crescimento
em determinada concentracao vai diminuindo, dando uma demonstragao clara
que, a resposta no crescimento do fungo a estes agentes se faz sentir,
(FIGURAS 4.12.20. a 4.12.22. e 4.12.24.). Pode-se verificar que a produgao de
biomassa diminui com 0 aumento da concentragao de corante.

O corante reativo “Procion Red MX-5B”, tem comportamento
diferente dos demais corantes, pois, diminui sua toxicidade no pH 4,50 e
aumenta muito em pH 2,50, (FIGURAS 4.12.21.; 4.12.23. € 4.12.25.)

Pode-se verificar também que o EC1¢p acompanha os parametros

proporcionais do ECsp, em todos os casos.
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5. CONCLUSOES

O processo inicial da remogao da cor de efluentes aquaticos por
microrganismos, se desenvolveu em duas etapas; a primeira delas foi a
biosor¢cdo e o segundo foi a biodegradagdo. Na biosorcdo pode-se perceber
que as paredes celulares dos microrganismos, funcionaram como um filtro que
atrai as moléculas dos corantes dissolvidas no meio. Este processo & bastante
rapido, ocorreu em 120 minutos para cada corante escolhido, pois, em
experiéncias anteriores, a aderéncia dos corantes a parede celular entra em
equilibrio em torno deste periodo.

ApoOs este tempo, foi possivel realizar a previsao da quantidade de
biomassa necessaria para, teoricamente, remover todo o corante presente em
solucdo aquosa. Neste trabalho, os corantes escolhidos apresentaram uma
caracteristica basica para todos eles, os resultados demonstraram que as
biomassas autoclavadas removeram mais corante do meio, do que as
biomassas nao autoclavadas; a medida que o valor de pH aumentou, diminuiu
a capacidade de remocé&o dos corantes.

Com as melhores condigbes de remocdo no teste de
biosortividade, isto é, pH 2,50; foi realizado o estudo da aplicabilidade das
equacgdes das isotermas de Freundlich e Langmuir. A interacdo biomassa
microbiana e moléculas de corante dependem de dois fatores, do tipo de
corante e da qualidade da parede celular. Com os corantes escolhidos foi feita

interacdo “corante-parede celular” e outra “corante-corante”, como ficou
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evidenciado nos coeficientes de correlagdo da isoterma de Freundlich
(multicamadas de moléculas de corante sobre o substrato adsortivo), em
detrimento a de Langmuir, s6 admite-se a interagéo “corante-parede celular’
(monocamada de moléculas de corante sobre o substrato).

O estudo da biodegradacéo foi possivel a partir dos espectros no
UV-Vis e da Transformada de Fourier no Infravermelho (FT-IR). As principais
modificagdes estruturais de cada corante puderam ser presumidas pelos
deslocamentos de bandas no UV-Vis, ou de deslocamento e aparecimento de
bandas em FT-IR. Nos espectros de UV-Vis foi possivel estabelecer o grau de
remog¢ao do corante por biosor¢do, seguido, ap6s um tempo mais longo de
contato, do inicio de processo biodegradativo. Deste modo, pode deduzir que o
fungo aps6s esgotar sua fonte de carbono decorrente do inoculo, recorreu a
fonte de carbono alternativo, vindo do substrato mais préximo, ou seja, as
moléculas de corantes.

A reducdo dos azos corantes provocou a quebra das ligagcdes
(N=N-), as quais implicaram na fragmentacdo das moléculas dos azos
compostos, em pelo menos dois compostos amino (R-NHy). Esta reagéo esteve
presente, praticamente, em quase todos os corantes estudados, explicando
assim, o processo redutivo que atua sobre as moléculas dos corantes,
provocando sua descoloragao.

A interagcdo que ocorreu em meio acido, provocou aumento da
concentracado hidrogenibénica e indugcéo das enzimas azo redutases presentes
no fungo. Contudo, esta reagdo de degradacao produziu aumento na producgéo
de anilina.

O estudo da tolerancia refletiu o grau de toxicidade que um
determinado corante pode exercer sobre o desenvolvimento da biomassa de
um determinado fungo. Ficou evidenciado que todos os corantes estudados
apresentaram fatores que provocaram uma diminuicdo da produgédo de
biomassa, contudo, foi possivel com a determinacédo do ECsy saber o grau de
toxicidade destes corantes. Os mais toxicos foram “Procion Red MX-5B” em pH
2,50; seguido do “Acid Red 151” em pH 2,50. Menos toxicos foram “Direct Red
23" no pH 6,50 e “Erythrosine B” no pH 4,50.
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