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RESUMO

Com a revolu¢ao industrial ocorreu o crescimento do setor téxtil, o qual utiliza
uma grande quantidade de dgua nos processos de tingimento ¢ uma ampla variedade de
corantes sintéticos. Uma pequena concentracdo destes corantes no meio ambiente ja
pode gerar uma polui¢do altamente visivel e indesejavel, provendo alteragcdes nos
ecossistemas aquaticos. Dentre os processos de remocdo de corantes, a adsorcdo,
biossor¢do e biodegradacdo apresentam-se como as técnicas mais vantajosas. A
adsor¢@o consiste em um processo de transferéncia de massa na qual se explora a
capacidade de certos sélidos em concentrar determinadas substincias existentes em
solucdes liquidas. A biossor¢do envolve interagdes fisico-quimicas entre a superficie
celular de microrganismos e corantes através de difusdo passiva. A biodegradagdo, por
sua vez, ocorre através de enzimas produzidas por alguns microrganismos que sio
capazes de degradar a molécula do corante. De forma a aumentar a eficiéncia destes
processos, a imobilizacdo celular permite a reutilizacdo das células imobilizadas, alta
resisténcia mecanica permitindo que os processos metabdlicos se realizem em condigdes
adversas. Portanto, este trabalho propds a imobilizagdo de Saccharomyces cerevisiae em
bagago de cana ativado para promover a biossor¢do e biodegradagdo do corante Acid
Black 48 (AB48) em solug@o aquosa. Para isso, o bagago de cana de agtcar foi tratado
com polietilenoimina (PEI), NaOH e dgua destilada. Concentrag¢des de 0,25, 0,5 e 1%
de uma suspensdo de Saccharomyces cerevisiae foram avaliadas para determinar as
melhores taxas de imobilizagdo celular. Uma vez estabelecida a imobilizagdo, foram
elaborados ensaios de biossor¢do/adsor¢do utilizando Saccharomyces cerevisiae
imobilizada, livre e apenas o bagago de cana tratado, apos o contato com o corante a
30°C, por 2 horas nos pHs 2,50, 4,50 ¢ 6,50. Apos calculos de descoloragio, taxa de
remocdo do corante e capacidade adsortiva, os melhores resultados foram determinados
no pH 2,50 e utilizando-se o bagago de cana tratado com PEI. Sendo assim, novos
ensaios de biodegradagdo por 240 horas com levedura livre e imobilizada em bagaco de
cana tratado com PEI foram avaliados através de espectrofotometria UV-Vis e FT-IR.
As andlises UV-Vis apresentaram valores significativos de absorbancia relativa
indicando a ocorréncia de biodegradagdo em ambos os tratamentos avaliados. Estes
resultados foram comprovados novamente através dos espectros de FT-IR, através dos
quais foram detectadas bandas indicando provaveis alteragdes na molécula do corante,

assim como a possivel formagao novos metabdlitos. Portanto o uso de Saccharomyces



cerevisiae imobilizada em baga¢o de cana ¢ um método promissor para a biossor¢ao e
biodegradacdo no tratamento de efluentes téxteis. Além da alta capacidade de remogao
do corante com células imobilizadas em bagaco de cana, estas sdo de facil decantagdo e

remogdo em relacdo ao uso de células livres.

Palavras chave: Saccharomyces cerevisiae, polietilenoimina, bagaco de cana de acucar,

corantes téxteis, imobilizagdo celular, biodegradacdo, biossor¢ao e adsorgio.



ABSTRACT

Along with the industrial revolution, textile sector growth is inserted. These
industries use large amounts of water in dyeing processes and a wide variety of
synthetic dyes. A small concentration of these dyes in the environment can generate a
highly visible and undesirable pollution and also changes in aquatic ecosystems. Among
dye removal processes, adsorption, biosorption and biodegradation are the most
advantageous techniques. Adsorption is a mass transfer process in which exploits
certain solids ability to concentrate other substances dissolved in liquid solutions.
Biosorption involves physicochemical interactions between microorganism cell surface
and dye molecule through passive diffusion. Biodegradation occurs when enzymes
produced by certain microorganisms are capable of breaking the dye molecule. In order
to increase the efficiency of these processes, cell immobilization allows reuse of the
immobilized cells and enables high mechanical strength in which metabolic processes
can take place in adverse conditions. Therefore, this study aims the use of
Saccharomyces cerevisiae immobilized in activated sugarcane bagasse to promote Acid
Black 48 dye (AB48) biodegradation and biosorption in aqueous solutions. In order to
achieve these results, sugarcane bagasse was treated with polyethyleneimine (PEI),
NaOH and distilled water. Concentrations of 0.25, 0.5 and 1% of a Saccharomyces
cerevisiae suspension were evaluated to determine best cell immobilization rates. Once
the immobilization was established, biosorption/adsorption assays were developed using
immobilized and free yeast cells and only treated sugarcane bagasse, after 2 hours dye
contact at 30°C and at pH 2.50, 4.50 and 6 50. After discoloration rate, dye removal and
adsorption capacity were determined, best results were established at pH 2.50, and using
PEI treated bagasse. Hence, further biodegradation assays for 240 hours with free and
immobilized yeast in PEI treated sugarcane bagasse were evaluated by UV-Vis and FT-
IR spectrophotometry. UV-Vis analysis showed a significant relative absorbance value
which indicates the occurrence of biodegradation in both treatments. These results were
confirmed by FT-IR spectra, whereby bands were detected indicating probable dye
molecule change, and possible new metabolites formation. Therefore Saccharomyces
cerevisiae immobilized in sugarcane bagasse is very attractive for biosorption and
biodegradation in textile effluent treatment. Besides high dye removal capacity

immobilized yeast cells are easily decanted when compared to free cells use.



Key words: Saccharomyces cerevisiae, polyethyleneimine, sugarcane bagasse, textile

dyes, cell immobilization, biodegradation, adsorption and biosorption.
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1. INTRODUCAO

Até o século XX todos os corantes eram naturais, derivados de folhas, ramos,
raizes, frutos, flores, substancias extraidas de animais e de minerais. A partir do
isolamento do primeiro corante sintético em 1853, esta nova classe de corantes foi
adquirindo cada vez mais o seu espago no mercado (CHRISTIE, 2001).

Com a revolugdo industrial ocorreu o crescimento do setor téxtil, o qual
consome uma grande quantidade de dgua no processo de tingimento e acabamento,
utilizando uma ampla variedade de corantes sintéticos. No decorrer dos anos o
consumidor se tornou cada vez mais exigente em relagdo a tonalidade de cores,
resisténcia a luz e lavagem, o que resultou na sintese de uma grande variedade de
corantes.

Estes corantes podem variar desde compostos inorganicos, polimeros e
compostos organicos. Embora os corantes estejam presentes em pequena quantidade nos
efluentes, uma pequena concentragdo destes compostos ja pode gerar uma poluigdo
altamente visivel e indesejavel. Esta poluicdo, resultante das perdas ocorridas durante os
processos de fixacdo da tintura nos tecidos, em concentragdes tio baixas como 1 mg.L™
de corante ja pode ser visivelmente observada (FERRAZ, 2008). Em geral, os corantes
ndo s3o facilmente removiveis através dos processos tradicionais de tratamento de

efluentes e possuem efeitos mutagénicos e carcinogénicos.
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O tratamento convencional de efluentes, o qual se baseia principalmente na
biodegradacdo aerdbica, possui uma baixa capacidade na remocdo de corantes. Os
efluentes téxteis contém alto teor de corantes e compostos organicos que causam sérios
problemas de poluicdo a vida aquatica em lagos, rios e mares. Sendo que, estes corantes
tétm sua remogdo dificil dos efluentes por serem estaveis a luz, ao calor e
biologicamente nao degradaveis.

Nos sistemas aquaticos, os corantes promovem uma alteracdo na atividade
fotossintética dos vegetais ja que impedem a penetracdo da radiacdo solar. Com a
crescente preocupacdo com o meio ambiente, sistemas de tratamentos para aguas
contaminadas tém sido estudados. Atualmente, estes tratamentos tém-se baseado na
perspectiva de reuso, recuperagdo e reciclagem do efluente tratado, pois, além de

beneficiar o meio ambiente, reduz também os custos industriais (PERUZZO, 2003).

Dentre os processos de remog¢do de corantes, a adsor¢do tem sido considerada
superior a outras técnicas, sendo a mais utilizada no setor industrial. A adsorc¢io
consiste em um processo de transferéncia de massa do tipo solido-fluido na qual se
explora a capacidade de certos solidos em concentrar na sua superficie determinadas
substancias existentes em solucdes liquidas ou gasosas, o que permite separa-las dos
demais componentes dessas solugdes (LEAL et al., 2010). J& que os componentes que
sdo adsorvidos se concentram na superficie externa do sélido, quanto maior a superficie
de contato melhor serd a capacidade de adsor¢cdo. A grande vantagem deste processo
também ¢ a possibilidade de recuperacdo do corante na forma concentrada e a
reutiliza¢do do adsorvente (KIMURA et al, 1999). Nos ultimos anos, a aten¢do tem sido
direcionada para varios materiais solidos naturais que sdo capazes de remover poluentes
de dgua contaminada a um baixo custo (ROYER, 2008). Dentre estes, o bagaco de cana

¢ um dos materiais mais promissores.

Na moagem da cana-de-acucar, varios residuos sdo obtidos e dentre eles tem-se
o bagaco (OLIVEIRA et al.,, 2006). Com o passar dos anos tém se gerado uma
quantidade maior de bagaco devido a expansdo da area cultivada de cana de acticar. O
bagacgo resultante da exploragdo da cana pode ser queimado para gerar o processo de
calor nas caldeiras, no entanto, acaba sobrando de 37 a 50 kg por tonelada de cana

moida (CARDOSO, 2006).

34



Introducdo

Os métodos quimicos e fisicos, no qual se inclui a adsor¢do, sdo muito eficientes
na remoc¢do de corantes, porém resulta na formagdo de grandes quantidades de lodo.
Sendo assim, tem sido proposto na literatura o uso de sistemas integrados, incluindo
processos quimico, fisicos e bioldgicos, para aumentar a eficiéncia nos processos de

biodegradagao e biossorc¢ao (LU e LIU, 2010).

Os processos de descoloragdo de corantes téxteis utilizando métodos bioldgicos
ocorrem de duas maneiras: por adsor¢do/biossor¢ao ou por biodegradacio (OGUGBUE
e SAWIDIS, 2011). A biossor¢do ¢ um fenomeno que pode ocorrer em biomassa viva
ou morta. O processo de biossor¢cdo envolve interagdes fisico-quimicas entre a
superficie celular e os corantes através de difusdo passiva (DIAS et al., 2010). Apesar
da grande maioria dos trabalhos de descoloracdo de corantes téxteis envolverem apenas
técnicas de biossorc¢do, nas ultimas décadas uma série de microrganismos tem sido
isolados para a biodegradacdo. A biodegradagdo ocorre através de enzimas produzidas
por alguns microrganismos, sendo que apesar de existir uma gama enorme de enzimas,
apenas as oxi-redutivas sdo capazes de degradar corantes. Estes microrganismos liberam
estas enzimas no meio para que esta quebre a molécula do corante (CHACKO e

SUBRAMANIAM, 2011).

A imobiliza¢do celular surgiu como uma alternativa a imobiliza¢do enzimatica,
ja que ndo requer de etapas de extragdo, isolamento e purificagdo. A imobilizacdo
celular apresenta inimeras vantagens no processo de biossor¢do e biodegradacdo, entre
elas a reutilizagdo das células imobilizadas, alta resisténcia mecanica permitindo que os
processos metabdlicos se realizem em condi¢cdes adversas de pH, de esterilidade e

agitacdo (COVIZZI, 2007).

Em busca de melhorar os processos de tratamento de corantes téxteis, este
trabalho consiste em buscar alternativas de baixo custo para a biodegradacdo e
biossor¢do de corantes téxteis. Para esta finalidade, se propds a imobilizacdo de
Saccharomyces cerevisiae em bagaco de cana ativado para promover a biossor¢do e

biodegradacdo do corante Acid Black 48 em solugdo aquosa.

35



36

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

= Avaliar os processos de biossor¢do e biodegradacao do corante Acid
Black 48 utilizando Saccharomyces cerevisiae imobilizada em bagaco de
cana tratado.

2.2. Objetivos Especificos

= Avaliar o tratamento do bagago com polietilenoimina, NaOH e 4gua destilada
para a imobilizagdo de células de Saccharomyces cerevisiae e determinar a
quantidade de sacarose remanescente no bagago.

» Estabelecer a concentrag@o 6tima de suspensao de leveduras para as maiores
taxas de imobilizacdo celular.

* Analisar através de varreduras espectrais os processos de biossor¢do/adsor¢ao do
bagaco tratado, células de levedura imobilizadas e células livres.

* Determinar a ocorréncia de biodegradagdo do corante por meio de analises em
espectrofotometro UV-Vis e FT-IR utilizando Saccharomyces cerevisiae na
forma livre e imobilizada em bagago de cana tratado.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Corantes téxteis

Acredita-se que os mecanismos de colorag@o tenham sido originados nos tempos
Neoliticos, algo em torno de 4000 a 6000 anos atras (WARNING e HALLAS, 1994).
Estes primeiros corantes eram obtidos de recursos naturais como plantas, insetos,
conchas, e passavam por operagdes bastante complexas, percorriam enormes distancias
para serem comercializados e demandavam de muito tempo de dedicagdo (BIER e
DUSENBURY, 2007). Até entdo, os dois corantes naturais mais valiosos eram o
Madder e o Indigo, sendo que a criag@o de corantes sintéticos equivalentes a estes seria
um grande passo para a industria téxtil. Porém, somente em 1853, no Royal College of
Chemistry, em Londres, o britdnico W. H. Perkin isolou o Mauve, o primeiro corante
sintético a ser comercialmente produzido e utilizado. A aplicagdo do Mauve na seda, 1a
e no algoddo, junto com o descobrimento da reagdo diazo por Jhoann P. Greiss

estimulou um enorme interesse na preparagdo de corantes sintéticos principalmente na

Inglaterra, Alemanha e Suica (HUNGER, 2003).
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O primeiro pesquisador a interpretar a cor dos corantes em termos de sua
composicdo molecular foi o quimico alemao Otto N. Witt em 1876. Até esta época os
quimicos estruturais ja haviam estudado todos os grupos funcionais e Witt considerou
que a molécula do corante poderia ser dividida em trés componentes principais. Um dos
componentes seria o benzeno, ou benzenos fundidos, anéis, ¢ a estes estariam ligados
grupos simples insaturados, -C=0, -N=N, -NO, (os quais ele chamara de cromoforos), e
auxocromos, como —NHj,; -OH. A presenca destas trés unidades produziria a coloragio

intensa (CHRISTIE, 2001).

3.2. Classificacdo de Corantes Téxteis:

Até meados do século XIX, poucas publicacdes se baseavam na classificagdo
dos corantes naturais disponiveis. Com a introduc¢do dos corantes sintéticos, um grande
nimero de publicagdes surgiu, nas quais os corantes eram classificados por nome e em
alguns casos pela sua estrutura quimica. Todas estas classificagdes foram catalogadas
apenas em 1924, quando houve a primeira publicagdo do Colour Index (CI)
(WARNING e HALLAS, 1994). Estes corantes podem ser classificados de acordo com
a sua constituicdo, estrutura quimica, ou na sua aplicagdo e uso. De acordo com
Warning e Hallas (1994), existem varios tipos de classificacdo de corantes, sendo que o
mais apropriado refere-se a classificagdo de acordo com a estrutura quimica do corante.
Porém, algumas classes de corantes de acordo a aplicagdo também sdo bastante
representativos na literatura como em Zollinger, (1991) e Cheng et al. (1991). Os
principais grupos de corantes de acordo com a aplicag@o segundo a literatura (CHENG
et al.,, 1991; CHRISTIE, 2001; DOS SANTOS et al., 2007, GUARATINI e ZANONI,
2000; IQBAL, 2008; LAING et al., 1991; MARCANTI-CONTATO, 1995; WARNING
e HALLAS, 1994) sdo:

a) Corantes Acidos: corantes que sdo soliveis em dgua e que possuem um ou mais
grupos acidos sulfonicos ou carboxilicos em suas moléculas. Quimicamente se
constituem de compostos azo, antraquinonas e triarilmetanos em compostos
azina, xanteno iminocetona, nitro, nitroso ¢ quinoline.

b) Corantes Basicos: sdo corantes soliveis em dagua que produzem cations

coloridos em solugdo, suas principais classes quimicas sdo azo, antraquinona,
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d)

g)

h)

triarilmetano, metano, thiazine, oxazine, acridina e quinona. Alguns destes
corantes basicos podem ser utilizados na medicina como antissépticos.

Corantes Diretos: s@o conhecidos por ndo terem tanta afinidade com as fibras
celuldsicas assim como os corantes dcidos e bdsicos. Sdo corantes anidnicos e
soluveis em dgua quando na presenga eletrdlitos, aumentando sua afinidade com
as fibras. Seu principal uso é no tingimento de algoddo e celulose regenerada,
papel, couro e em maior extensdo para nylon.

Corantes Dispersos: sd3o denominados também de corantes ndo-idnicos. Esta
classe de corantes inclui corantes insoliveis em agua os quais podem ser
aplicados principalmente em fibras hidrofobicas de dispersdo aquosa, assim
como o poliéster. Os corantes dispersos também podem ser aplicados em nylon,
diacetato de celulose e fibras acrilicas.

Corantes Reativos: constituem de compostos que contém um ou mais grupos
reativos capazes de formarem uma ponte covalente com a fibra, através dos
atomos de nitrogé€nio, oxigénio ou enxofre que podem estar presentes nestas
fibras.

Corantes Sulforosos: ¢ um grupo pequeno de corantes cuja caracteristica
principal € a presen¢a de enxofre na sua molécula. Devido a seu baixo custo e
suas boas propriedades de fixagdo, esta classe se torna importante do ponto de
vista econdmico.

Corantes de Cuba (Vat Dyes): este nome provém do significado de usar
processos de fermentagdo naturais em cuba para produzir as condigdes
necessdrias em que o corante se torne solivel em agua. Estes s@o aplicados
principalmente em fibras celuldsicas como sais leuco-soltuveis apds redugdo em
banho alcalino, em que normalmente ¢ utilizado o hidrossulfito de sodio. As
principais classes sdo antraquinona e indigo.

Corantes Azodicos: constituiem a classe mais importante dos corantes e
correspondem a 50% de todos os corantes comercializados. Estes corantes
contém pelo menos um grupo azdico (-N=N-), monoazos, 0s mais comumente
encontrados, mas podem conter dois (diazos), trés (triazos) e até quatro
(tetrazos).

Antraquinonas: corresponde a segunda classe mais importante de dos corantes.
Estes também s3o um dos mais antigos tipos de corantes sendo datados em mais

de 4000 anos atras. Em contraste com os corantes azdicos, 0s quais ndo possuem
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partes naturais, todos os corantes naturais vermelhos sdo antraquinonas
(CHRISTIE, 2001).

j) Corantes Mordentes: se refere a uma classe de corantes que ¢ aplicada nas fibras
junto com um mordente metalico. Os corantes mordentes, contendo os grupos
(-OH, -COOH), s@o capazes de formar um complexo estavel com o ion cromo

dentro da fibra (WARNING e HALLAS, 1994).

Além da classificagdo de acordo com a aplicagdo, uma outra utilizada ¢ a de

acordo com o uso (Quadro 1).

Quadro 1: Classificagdo de Corantes de acordo com o uso.

Classe Principais Método de Aplicacio Observacdes
Substratos
Acid Nylon, 13, seda, Geralmente através de  Este grupo de corantes

papel, tintas e

banhos neutros a

¢ muito importante

couro. acidos. para a 13 de fibras de
proteinas. Os corantes
premetalizados mais
importantes sao
membros desta classe.

Azo-Corantes  Algoddo, raiom, A fibra é impregnada  Tingimento e
acetato de de componentes de impressao em tons
celulose, acoplamento com uma rapidos.

poliéster, papel e
tintas.

solucdo de sal diazo
estabilizada.

Basicos Acrilico, nylon A aplicagdo se da com Conhecidos como
modificado e banhos 4cidos do corantes catidnicos
papel de poliéster, corante. com rendimento de
e tintas. tons brilhantes

intensos, porém fugaz
a luz.

Diretos Algodao, raiom, Aplicagdo com banhos Classe de corante
papel, couro e neutros ou bastante importante.
nylon. ligeiramente alcalinos

contendo eletrolitos
adicionais.

Dispersos Poliéster, Bem preparadas, Novo ramo de
poliamidas, dispersoes aquosas corantes para fibras
acetato de s30 normalmente sintéticas em

celulose, acrilicos
e plasticos.

aplicadas com altas
temperaturas, pressao,
ou métodos de
transporte de baixas
temperaturas, o
corante pode ser

crescimento.
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Branqueadores Sabado,

oticos detergentes, todas
as fibras, 6leos,
pinturas e
plasticos.

Reativo Algodao, raiom,
13, seda e nylon.

Sulfénicos Algodao e raiom.

Cuba Algodao, raiom e
13.

Cuba Algodaio, 13,

Solubilizado celulose, fibras de

proteina de seda.

preenchido no pano,
ou cozido em termo-
fixo.

A partir de uma
solucdo de dispersdo
Ou uma suspensao em
uma massa.

O sitio reativo no
corante reage com o
grupo funcional da
fibra para ligar o
corante
covalentemente sob
influéncia de calor e
pH apropriado.
Substratos aroméaticos
avaliados com sulfeto
de sddio e reoxidado a
sulfato insolavel
contendo produtos das
fibras.

Corantes insoluveis
em agua, solubilizados
por redugdo do sulfeto
de sdédio hidratado e
logo esgotado na fibra
e reoxidado.

A fibra impregnada
quando tratada com
um agente oxidado
geralmente acido
sulfurico e nitrito de
sodio para dicromato
de algodio e seda;
portanto, ndo ha a
interagdo de grupos
alcalinos. Esta classe ¢
aplicada para celulose
e fibras de proteina.

Gruda quimicamente
com a fibra.

Preto sulfarico
pertence a este grupo.

Caracterizado pela alta
rapidez especialmente
em antraquinoides —
mais valorizados para
o tingimento e
impressao em algodao.
Tingimento, impressao
e 1a em tons rapidos.

3.3. A industria téxtil no Brasil

Fonte: (SANDHYA, 2010).

O setor téxtil hoje no Brasil é formado por aproximadamente 30.000 empresas

entre elas empresas de fiagdo, tecelagens, malharias, estamparias, tinturarias e

confecgdes. O Brasil € o sexto maior produtor téxtil do planeta, ocupando o segundo

lugar na produgdo de denim. O setor té€xtil de confec¢des € um dos que mais emprega no
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pais, sendo o segundo maior empregador da industria de transformagdo da qual

representa 18,6 % do produto interno bruto (ABIT, 2012).

As importagdes de corantes, pigmentos e branqueadores Opticos no Brasil teve
um aumento de 400 milhdes de ddlares de 2005 a 2010 (Figura 1). Neste, mesmo
periodo as exportagdes brasileiras aumentaram apenas 68 milhdes de dolares
(ABIQUIM, 2012). Em 2012, a industria téxtil e de confec¢do prevé crescimento de
1,5% em volume de produgao e faturamento de US$ 63 bilhdes (ABIT, 2012).
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Figura 1: Importagdes e Exporta¢des Brasileiras no Setor de Corantes, Pigmentos e
Branqueadores Opticos, de 2005 a 2010.

3.4. Efluente de industria téxtil

As industrias téxteis consomem grandes quantidades de dgua e produtos
quimicos, em especial nos processos de tingimento e acabamento. Em média, de 60 a
90% do consumo de agua total ¢ gasto na lavagem (DANESHVAR et al., 2004). No

. . -1 ~ . . , . ~ .
Brasil, aproximadamente 20 t.ano™ de corantes sdo consumidas pelas industrias téxteis,
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e de 5 a 20%, dependendo do tipo de corante utilizado, sdo descartados como efluentes,
devido a incompleta fixagdo do corante ao tecido (DALLAGO et al, 2005).

Os reagentes quimicos usados pelas industrias téxteis sdo muito diversos em
composi¢do quimica, desde compostos inorganicos a compostos poliméricos. O Colour
Index listou mais de 8000 produtos quimicos que sdo usados somente no processo de
tingimento de tecidos, entre eles varias classes de corantes, detergentes, acidos, dlcalis,
sais, solventes e outros auxiliares (MISHRA e TRIPATHY, 1993).

A cor forte € a caracteristica mais notoria do efluente téxtil e por isso muitos
processos tem sido estudados para a sua remogdo. O tratamento biologico por lodo
ativado oferece alta eficiéncia na remog¢@o de compostos organicos, mas ndo ¢ eficiente
na eliminagdo de cores. Um dos maiores problemas no tratamento destes efluentes,
atualmente, ¢ a remocdo de corantes soluveis, estes que apresentam uma baixa
capacidade de serem adsorvidos nos processos de tratamento convencionais (SANIN,
1997).

Devido a uma grande variedade de compostos que formam os corantes téxteis, e
consequentemente uma maior variedade nos compostos que podem ser encontrados no
efluente téxtil, surge uma preocupacdo constante em desenvolver processos
direcionados a introducdo de tratamentos mais eficientes. Estudos mais recentes
propdem o uso de combinagdes de processos para obtengdo de melhores resultados

(MARCHETTO e FILHO, 2005; SOLMAZ et al., 2007).

3.5.Impactos ambientais do efluente téxtil:

O grau de intensidade de impacto de efluentes depende principalmente de sua
demanda bioquimica e quimica de oxigénio e do oxigénio dissolvido nos corpos d’agua.
Sendo assim, os compostos quimicos presentes no efluente téxtil esgotam o oxigénio
dissolvido e aumentam a demanda bioquimica de oxigénio, podendo interferir na
fisiologia respiratoria de peixes e resultando em uma alta taxa de mortalidade
(MUTHUKUMAR et al, 2005). Nos sistemas aquaticos, os corantes promovem uma
alteracdo na atividade fotossintética dos vegetais ja que estes impedem a penetragdo da
radiacdo solar.

Apesar de pouco difundidas as informagdes sobre os riscos da contaminagdo por

corantes ¢ o impacto causado pelos seus rejeitos na qualidade da 4gua e em
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ecossistemas aquaticos, sabe-se que esses compostos podem permanecer por cerca de 50
anos na biota terrestre e aquatica, pondo em risco a estabilidade desses ecossistemas € a
vida em seu entorno (GUARATINI e ZANONI, 2000).

Do ponto de vista toxicologico, devido a sua alta solubilidade em 4agua, os
corantes téxteis podem ser absorvidos por uma variedade de organismos. Sabe-se que os
corantes mais téxicos sdo encontrados no grupo diazo e nos corantes cationicos.
Pigmentos e corantes de cuba tém uma baixa toxicidade possivelmente devido a sua
baixa solubilidade em agua e sistemas lipofilicos (ZOLLINGER, 1991). Os corantes
reativos e acidos assim como reagem com fibras naturais também podem reagir com
proteinas e a propria celulose nos vegetais.

Dentre os processos de degradacdo dos corantes téxteis, cabe destacar que a
grande maioria resulta na quebra da estrutura quimica do corante resultando em
substancias ainda mais nocivas a biota aquatica e aos seres humanos (MARCANTI-
CONTATO, 1991). Segundo Royer (2008), apesar dos riscos de dermatites, o maior
risco se da pela ingestdo oral destes compostos. Isto por que, se os corantes forem
catalisados por enzimas especificas do organismo, podem gerar substancias tais como as
aminas aromaticas, com propriedades carcinogénicas e mutagénicas.

Os impactos ambientais ocasionados em cé¢lulas vegetais tem sido muito
estudado na literatura. Em Poonkuzhall et. al (2011), realizaram testes de toxicidade
com Allium cepa apo6s a descoloragdo do corante Reactive Blue 198 com lacase e
observaram que o crescimento das raizes esta diretamente relacionado com a
concentragdo de corante utilizada. Outros testes de citoxicidade com Allium cepa foram
realizados por Jadhav et al. (2010) com Reactive Orange 16. Estes autores identificaram
que houve uma grande incidéncia de células defeituosas apds o contato com o corante

em todas as concentracdes avaliadas.

3.6. Métodos de adsorcio

A adsor¢do ¢ um processo de transferéncia de massa do tipo solido-liquido em
que se explora a propriedade de alguns so6lidos em concentrar na sua superficie
determinadas substancias presentes em solugdes liquidas ou gasosas, o que permite
separa-las dos demais componentes dessas solugdes (LEAL et al.,, 2010). Os
tratamentos por adsor¢do sdo os mais aplicados industrialmente, pois associam baixo

custo e elevadas taxas de remogdo (GUARATINI e ZANONI, 2000). Além disto, em
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alguns casos, por ndo se tratar de um método destrutivo, possibilita a recuperacdo do
corante sem perda de sua identidade quimica. Segundo Marcanti-Contato et al. (1995), a
descoloragdo do efluente € o resultado de dois mecanismos, a adsor¢@o e a troca idnica
(sitios com cargas no adsorvente). Esta descoloragdo também ¢ influenciada por fatores
fisico-quimicos, tais como a interagdo entre adsorbato e o adsorvente, area superficial
do adsorvente, tamanho da particula, tamanho de poros do adsorvente, temperatura,
acidez da solucdo do adsorbato, pH e tempo de contato entre o corante € o adsorvente

A adsor¢do pode ser realizada através de compostos naturais ou sintéticos. Um
dos compostos industrialmente mais utilizados ¢ o carvao ativado. Carvao ativado ¢
ainda um dos adsorventes mais utilizados na remogao de impurezas de gases e liquidos
devido a sua alta capacidade de adsor¢do. O carvdo ativado tem uma estrutura porosa
bem desenvolvida e a alta capacidade de adsor¢do esta associada principalmente com a
distribuicdo de tamanho de poros, area superficial € volume de poros (SOARES, 1998).
Porém, o carvdo ativado apresenta inimeras desvantagens, tais como alto custo,
ineficiéncia com alguns tipos de corantes e em alguns casos existe certa dificuldade no
processo de regeneracdo com provavel perda de adsorvente (CHUN e YIZHONG,
1999). Como uma alternativa para substituir o carvao ativado, atualmente procura-se
por outros adsorventes constituidos de materiais sdlidos preferencialmente naturais.
Estes materiais devem estar em abunddncia na natureza e se possivel serem
provenientes de residuos agricolas ou industriais para diminuir o custo das técnicas de
adsor¢do. O uso de argilas naturais, bagaco de cana e espiga de milho como adsorventes
foi estudado em McKay et al. (1996) e mostraram-se economicamente atraentes para a
remocdo de cor em solugdes aquosas. Estes adsorventes naturais foram recomendados
como efetivos e baratos. Portanto, a regeneragdo do adsorvente apds a saturagdo ndo
seria necessaria, uma vez que a utilizacdo destes materiais ¢ de baixo custo. Uma série
de materiais tem sido estudada como adsorventes de corantes téxteis, tais como: folhas
de piracanta (AKAR et al. 2010), sementes de pimenta (AKAR et al. 2011) e casca de
laranja (BIBI et al, 2011).

3.7. Bagaco de cana como adsorvente

A cana-de-agucar, originaria da india, chegou ao Brasil em 1522 e, atualmente, ¢

explorada em quase todo o pais (ZAMBELLO, 1983). Esta monocultura apresenta 5,4
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milhdes de hectares cultivados, sendo o Brasil considerado o maior produtor mundial e
0 pais com maior potencial de expansdo em drea plantada (REIS JR e MONNERAT,
2002). A safra de cana de agucar em 2011/2012 teve uma diminui¢do de 5,6% em
relagdo a safra passada, devido a uma seca intensa no final de 2011. Porém, ainda assim
a producdo atingiu 588,9 milhdes de toneladas e houve um aumento de 4,7% na area
plantada. O estado de S@o Paulo possui 4.46 milhdes de hectares de cultivo de cana, o
que representa 53% de toda darea plantada com esta cultura em todo Brasil (CONAB,

2012).

Estima-se que, além da quantidade de bagaco processado e utilizado para
alimentar caldeiras, haja um excedente de bagaco de cana-de-agucar correspondente a
8% nas destilarias anexas e 12% nas auténomas, que poderia ter outros destinos,
inclusive ser empregado de forma a melhorar a qualidade do meio ambiente (AGUIAR
e MENEZES, 2002). Sendo assim, a grande disponibilidade e o excedente de bagaco de
cana gerado pelas industrias canavieiras fazem com que esta seja uma fonte natural e de

baixo custo para remocao de corantes téxteis.

O bagago de cana possui uma composi¢do de 50% de celulose, 27% polioses e
23% de lignina (MARTIN-LARA et al., 2010). Devido a sua composigio, o bagago de
cana de acucar tem sido estudado principalmente para a adsor¢do de metais pesados
(HOMAGALI et al. 2010), embora recentemente também tenha sido utilizado para a
remog¢do de corantes té€xteis (AMIN, 2008; MITTER et al., 2012; SAAD et al., 2010;
RACHAKORNKIJ et al., 2004).

Rachakornkij et al. (2004) estudou o efeito de cinzas de bagaco de cana de
agucar para remog¢do de Remazol Black B, Remazol Briliant Blue R, ¢ Remazol Briliant
Red F3B. Estes autores determinaram que a medida que aumenta a concentragdo de
bagago também aumenta a remogdo do corante quando analisado em pH 5. AZHAR et
al. (2005) também estudaram a remogao de corantes, neste caso o Metil Red, através da
adsor¢do por meio do bagago de cana de ag¢uicar com a adigdo de acido sulftrico e
formaldeido. Estes autores concluiram que o tratamento do bagago de cana de agucar

provoca um aumento nas taxas de remocdo do corante.

3.8. Imobilizaciao celular

A imobilizacdo ¢ um termo que descreve as muitas formas das células serem

encapsuladas ou aprisionadas. Esta consiste no confinamento fisico das células em uma
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regido definida de espago, na qual sdo mantidas suas atividades cataliticas em processos
de operacdo continua ou descontinua possibilitando a reutiliza¢do destas células (MELO
et al.,1999).

As técnicas cléassicas de Imobilizagdo celular podem ser classificadas em
naturais ou artificiais. As técnicas naturais sdo aquelas que incluem a formacdo de
biofilmes e a adesdo/adsor¢do microbiana em suportes sintéticos ou naturais. As
artificiais, por sua vez, sdo as que incluem a encapsulagdo em matrizes como, por
exemplo, o alginato de calcio ou uso de agentes ligantes (SONG, 2005). A imobilizagao
natural ocorre espontaneamente por meio de interagdes eletrostaticas. J4 no caso da
imobilizagdo artificial, as células sdo ligadas as matrizes por ligagcdes covalentes,
utilizando-se agentes ligantes como glutaraldeido ou carbodiimida. Uma grande
vantagem da imobilizagdo ¢ que a célula permanece vidvel independente dos possiveis
danos causados pelo procedimento (COVIZZI, 2007).

O uso de células imobilizadas para aplicacdo no tratamento de efluentes tem
muitas vantagens em relacdo as técnicas por células livres, incluindo a prote¢do do
estresse bidtico como a predagdo por protozoarios e bacteridfagos, protecdo do estresse
abidtico como o efeito inibitorio dos compostos téxicos. Além disso, garante a
sobrevivéncia das células, promove a atividade fisioldgica, aumenta a densidade celular
e o crescimento celular preferencial em varias zonas aerobicas e anaerobicas do material
em que as células se encontram imobilizadas (PASSOS, 2006). O aprimoramento € o
desenvolvimento de novas técnicas de imobilizacdo celular, associadas ao uso de novos
materiais como suporte, tém permitido que os processos de degradacdo com células
imobilizadas fossem realizados em condi¢des adversas de pH, de esterilidade e agitagao.
O emprego de células livres por sua vez nao seria possivel, em meios de cultivo mais
tdxicos, como por exemplo, no tratamento de aguas residuais contaminadas (JUNTER e
JOUENNE, 2004). No caso do uso de fungos filamentosos, estes que possuem uma taxa
de crescimento mais lenta quando comparada a maioria das espécies de leveduras, a
imobilizacdo celular € capaz de reduzir os custos de producao (DIAS et al., 2010).

De forma a se obter materiais ideais para a imobilizag¢do celular, uma série de

caracteristicas sdo consideradas favoraveis (Quadro 2).
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Quadro 2: Caracteristicas ideais desejaveis em uma matriz ou suporte selecionado para
imobilizar células microbianas.

Caracteristicas

Ter grande area superficial com espaco intersticial para o crescimento celular.

Possuir grupos funcionais ligantes no caso de adesdo artificial.

Ser facilmente regeneravel e possivel de reuso.

Proporcionar a viabilidade celular e atividade catalitica, por um longo periodo de
tempo.

Apresentar porosidade uniforme a fim de permitir trocas gasosas, entrada de substrato e
fluxo de cofatores e produtos do metabolismo microbiano.

Ter boa estabilidade mecanica, quimica, térmica e bioldgica

Nao ser degradavel facilmente por enzimas ou solventes envolvidos no processo.

Ser estavel a mudangas drasticas de pressdo, temperatura e pH do meio.

Proporcionar imobilizagdo facil, acessivel e vidvel para uso em escala industrial.

Fonte: (COVIZZI et al., 2007)

Devido ao grande potencial da imobilizagdo celular com materiais naturais,
houve a necessidade da busca destes materiais partir de diversas fontes vegetais,
biomateriais, que podem ser utilizados para o aprisionamento de células.

No caso de imobilizagdo em biomateriais, além da recuperagdo das células, as
vantagens do processo sdo a diminuicdo de problemas de toxicidade, resisténcia
mecanica e abertura de espagos dentro da matriz para células de crescimento (IQBAL e
EDYVEAN, 2004). A eficiéncia do suporte no processo de imobiliza¢do celular pode
ser avaliada pela capacidade da matriz em alojar a maior quantidade de células viaveis
possivel, sem limitar a transferéncia de massa entre o microrganismo ¢ o meio de
cultivo. O tamanho do poro, a porosidade e o grau de hidrofobicidade da matriz
interferem na intensidade da adesdo celular (SILVA et al., 2006).

O uso dos materiais naturais como bagag¢o de cana para o aprisionamento de
células se mostra bastante promissor a uma variedade de matrizes de imobilizag¢do
(GANGULY et al., 2007). Nessa perspectiva, a utilizacdo de células de leveduras
imobilizadas em suporte inerte e de baixo custo € hoje um dos enfoques para aplicagdo

de processos de bioengenharia (ORLANDO et al., 1994).
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3.9.Tratamento do Suporte para Imobilizacdo Celular

O objetivo do tratamento quimico em suportes compostos de lignina ¢ aumentar
a solubilidade da lignina ou diminuir a for¢a das ligagdes entre lignina com grupos
fenolicos e outros constituintes da parede celular, principalmente hemicelulose
(SUKSOMBAT, 2004). As hemiceluloses sdo altamente suscetiveis a condigdes
extremas de pH, aumentando assim a sua solubilidade (WINUGROHO et al., 1984). O
revestimento destes suportes aumenta a quantidade de cargas na superficie facilitando

os processos de imobilizacdo celular por adsor¢ao e ligagdo idnica.

3.9.1. Polietilenoimina (PEI)

A Polietilenoimina (PEI) ¢ um dos polications conhecidos por ter um efeito
positivo na atividade de enzimas e estabilidade (TERAMOTO et al., 1996). O PEI ¢
uma poli base fraca com uma estrutura fragmentada na qual 25% dos atomos de
nitrogénio sdo aminas primarias, 50% aminas secunddrias e 25% aminas tercidrias
(ANDERSSON e HATTI-KAUL, 1999).Este polimero tem sido usado em inumeras
aplicacdes, desde precipitacio de acidos nucleicos (BURGESS, 1991), agente de
floculagdo de células (GUOQIANG et al., 1994) e agente na imobilizagcdo de enzimas e
células em suportes sdlidos por adsor¢do (SENTHURAN et al, 1999). O grau de
protonacdo do PEI depende do pH do meio. A adsor¢do no PEI gera um microambiente
hidrofilico cobrindo as células ou enzimas, no entanto, esse microambiente evita a
ligacdo de moléculas de solventes organicos mantendo a estabilidade da enzima (PAN
et al.,, 2011). PEI ¢ relativamente soluvel em agua e tem que ser fixado em suportes
insoluveis para prevenir o vazamento durante a operagdo. O PEI tem sido muito usado
para a remog¢do de metais pesados ja que o numero alto de grupos amino na sua
macromolécula ¢ ideal para complexar-se com ions de metais pesados (CHEN et al.,
2011). A forma comercializada da Polietilenoimina € sua férmula ramificada (Figura 2),

j& que esta € soluvel em agua, ao contrario da forma linear do polimero.
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Figura 2: Estrutura quimica da Polietilenoimina — PEI.

3.9.2. NaOH

O NaOH tem sido selecionado como modelo de tratamento de materiais
compostos de lignina similares ao do bagaco de cana de acticar (KOULLAS et al., 1991;
VRIJE et al., 2002). Panagiotopoulos et al. (2010) trataram o bagago de sorgo com uma
solu¢do de NaOH a 2% para a produg@o de hidrogénio através de Caldicellulosiruptor
saccharolyticus. Estes autores observaram uma deslignificagdo de 46 a 50%. Na
hidrélise alcalina ocorre o rompimento nas ligacdes éster entre hemiceluloses e lignina,
sendo que o efeito ird depender do conteudo de lignina no material. Apds a hidrdlise
ocorre um aumento na porosidade do material quando as ligacdes €ster sdo rompidas. O
NaOH saponifica o acido urdnico e ésteres de acido acético e neutraliza os grupos livres
de d4cido urénico, e assim, enfraquece as ligagdes (FEIST et al., 1970). Este
enfraquecimento das ligagdes aumenta a capacidade de inchamento da celulose e
também permite maior penetracdo de células e enzimas microbianas. Coelho (2007)
avaliou as taxas de imobilizagdo de Candida guiliermondii FT1 20037 em bucha vegetal
(Luffa cylindrica) moida e obteve um aumento de 18,76% nas taxas de imobiliza¢do em
relag@o ao controle. O tratamento com NaOH provoca um aumento da drea de superficie

do suporte.

3.10. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, também conhecido como fermento do pdo, ¢ um
microrganismo aerdbio facultativo, isto €, que tem a habilidade de se ajustar
metabolicamente, tanto em condi¢cdes de aerobiose como de anaerobiose (DOS
SANTOS et al, 2010). Do ponto de vista industrial, S. cerevisiae ¢ um dos
biocatalisadores mais comuns, devido principalmente a sua facil disponibilidade, baixo
custo, o ndo requerimento de instrumentagdo especial, facil manipulacdo, ndo

patogenicidade, eficiéncia em relagdo a catalisadores convencionais € 0 seu
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desenvolvimento a temperatura ambiente (BARALDI e CORREA, 2004). Sendo assim,
devido a sua longa historia de aplicagdio em processos de larga escala, como
fermentagdo do pao e produgdo de etanol, o uso deste microrganismo € considerado
seguro.

O género Saccharomyces é responsavel pela producdo dos principais produtos
de fermentagcdo (em termos de tonelagem mundial por ano), isto €, 60 milhdes de
toneladas de cerveja, 30 milhdes de toneladas de vinho, 800.000 toneladas de proteina
microbiana (SCP — Single Cell Protein) e 600.000 toneladas de fermento de pao
(PRETORIUS et al., 2003).

Devido ao fato de ser um dos organismos eucarioticos mundialmente utilizados,
existe uma série de estudos sobre o seu metabolismo (BROCARD-MASSON e
DUMAS, 2006; LOPEZ-MIRABAL e WINTHER, 2008), ciclo celular (NASHEUER et
al., 2002) e regulacdo da expressdo génica (BIDDICK e YOUNG, 2009).

Na biodegradag@o e biossorcdo de corantes téxteis, a levedura S. cerevisiae
possui a habilidade de acumular uma grande quantidade de corante sob condigdes
externas adversas. As leveduras em geral também s3o conhecidas pela sua capacidade
de biossor¢ao de metais pesados, porém pouco estudo tem sido realizado na remog¢ao de
corantes de efluentes té€xteis (AKSU, 2003).

Células mortas de S. cerevisiae magneticamente modificadas foram usadas como
adsorvente para a remog¢ao de azul de anilina, vermelho do congo e Naphtol Blue Black,
safranina e cristal violeta (SAFARIKOVA et al., 2005). Nestes ensaios pode-se obter
uma remoc¢do de cor de 30% para todos os corantes, podendo chegar até¢ 90% para o

vermelho do congo em um ensaio de 4h.

3.11. Biossorcao

Dos poucos trabalhos de biorremediagdo de efluentes téxteis por leveduras, estes
mencionam geralmente processos ndo enzimaticos como o mecanismo principal de
descoloragdo, como a biossor¢cdo. A biossor¢cdo ¢ definida como a acumulagdo e
concentragdo de poluentes orgédnicos e inorganicos incluindo principalmente metais
pesados e corantes de solucdes aquosas pelo uso de materiais bioldgicos. Estes materiais
biologicos sdo compostos principalmente de biomassa microbioldgica morta ou viva, a

qual pode incluir bactérias, fungos e algas (AKSU e KARABAYIR, 2008).
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Para realizar a remog¢@o de compostos toxicos, como corantes em solugdes
aquosas, a utilizagdo de biomassa microbiana tém tido muito estudada nos ultimos anos,
principalmente pelo fato de se obter um relativo sucesso no emprego desta técnica na
remog¢ao de metais pesados de efluentes industriais (CORSO e ALMEIDA, 2009).
Ainda existe pouca informacdo entre os mecanismos de interacdo entre as cé€lulas
sorbentes e os corantes.

O mecanismo de biossor¢do pode resultar de mecanismos que podem variar de
forgas de van der Waals, ligagdes covalentes ou i6nicas (WOON et al., 2008). Porém, a
capacidade de biossor¢ao depende do tipo de biomassa, o tipo de adsorbato, a presenca
de ions competidores no meio, 0 método de preparo da cultura microbiana, temperatura,
concentragdo ionica e pH. Dentre os microrganismos usados na biossor¢@o, a biomassa
fingica se torna bastante atraente ja que esta € produzida industrialmente utilizando-se
de técnicas simples de fermentagdo e de meios de crescimento de baixo custo. A
biomassa fungica também estd disponivel como residuo de varios processos industriais
(MAURYA et al., 20006).

A biossor¢do através de fungos e leveduras tem sido amplamente reportada na
literatura. Akar et al. (2009) avaliaram o efeito da mudanga do pH, quantidade de
biomassa, tempo de contato e temperatura na descoloracdo de uma solucdo de Acid Red
44 utilizando-se o macro fungo Agaricus bisporus. A levedura Saccharomyces
cerevisiae por sua vez tem sido estudada na biossor¢do do Remazol Blue, Reactive
Black e Reactive Red (AKSU, 2003). Rodrigues (2010) determinou que o uso de S.
cerevisiae imobilizadas em alginato de cdlcio na biodegradacdo e biossor¢do dos
corantes Acid Red 151 e Acid Blue 40 se mostra bastante eficiente. Neste trabalho,
avaliou-se o tempo de contato da levedura com o corante, pH e a relagdo da eficiéncia

do uso de células imobilizadas em comparacdo com células livres.

3.12. Biodegradacao

A biodegradacdo pode ser expressa pela maneira em que um microrganismo
através de reagdes de oxidagdo, redu¢do, hidroxilagdo, desalogenizagdo, hidrolise,
demetilagdo inicia a quebra da molécula tornando-a susceptivel a ag¢do de outros
organismos (RAJAGURU et al.,2000). A degradacdo ¢ influenciada pela estrutura

quimica da molécula (MEYER, 1978). Sendo assim, se busca cada vez mais
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microrganismos versateis, capazes de degradar de maneira eficaz um grande nimero de
compostos poluentes a um baixo custo.

A biodegradagdo causada pela agcdo de enzimas, resulta na decomposi¢@o destes
compostos com a formacdo de didoxido de carbono, dgua, produtos organicos e
inorganicos de ocorréncia comum, podendo haver a formag¢do de metabolitos toxicos,
quando a degradacédo ¢ incompleta (DELLAMATRICE, 2005). Durante a degradaco os
corantes podem sofrer transformagdes que levem a formagdo de substancias
cancerigenas como aminas e metais livres.

Devido a diversidade, concentragdo e composicdo de espécies quimicas
presentes em cada efluente, poucos microrganismos sdo capazes de sobreviver a essas
condi¢des adversas assim como degradar estes compostos. (KUNZ et al., 2002). Um
determinado grupo de microrganismos pode ser habil para degradar um produto, mas
ndo outro estruturalmente diferente, havendo especificidade entre microrganismo e
composto (GOSZCZYNSKI et al., 1994).

Nigam et al. (2000) encontraram que os corantes contendo grupos amino e
hidroxila, amina, acetamida, ou nitro grupos ligados ao anel sdo mais susceptiveis a
degradacdo. Ja os corantes sulfonados sdo considerados de dificil degradagao (SHAUL
et al.,,1991). Em geral, corantes com estruturas mais simples e menores pesos
moleculares exibem maiores taxas de degradag¢do, enquanto moléculas altamente
substituidas com elevados pesos moleculares sdo mais dificeis de degradar (PEARCE et
al., 2003).

Glenn e Gold (1983) correlacionaram a remogédo de cor e a atividade lignolitica
de Phanerocheate chrysosporium pela comparagdo de varios pardmetros fisiologicos,
mutacdes e substancias inibitdrias. Estes autores descobriram que certos corantes
poderiam servir de substratos para o sistema de degradagdo de lignina assim como a
determinagdo de metabolitos secundérios de Phanerocheate chrysosporium. Neste
trabalho, também se constatou que o oxigénio aparentemente estimula a descoloracdo
do corante assim como ativa o sistema catalitico ja presente e, portanto, provando a
potencialidade deste fungo para o tratamento de efluentes de industria téxtil.

As enzimas responsaveis pela degradacdo dos corantes té€xteis sdo peroxidases e
lacases. Estas enzimas sdo extracelulares e apresentam baixa especificidade para o
substrato tornando estes organismos bastante interessantes para o tratamento de residuos

de caracteristicas variadas como os residuos téxteis.
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Um grande numero de enzimas oxidativas encontradas em bactérias, fungos e
plantas tém tido um papel importante em numerosas aplicagdes de tratamento de
efluentes. Peroxidases e ou fenoloxidases podem atuar em poluentes recalcitrantes
especificos por precipita¢dao ou transformando-os em outros produtos, permitindo assim
um melhor tratamento final do efluente (VITOR e CORSO, 2008).

Segundo Duran e Esposito (2000), a degradagdo por fungos basidiomicetos
ocorre principalmente a pHs baixos que correspondem ao pH proximo para a atividade

das enzimas atuando na degradacao, porém pode haver variagdo entre as espécies.

3.13. Analises de Degradaciao em FTIR

A radiag¢do infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético
situada entre as regides do visivel e das micro-ondas. A radiacdo no infravermelho de
frequéncia na faixa de 10.000 a 100 cm™ quando absorvida converte-se em energia de
vibragdo molecular. O processo ¢ quantizado, porém o espectro vibracional costuma

aparecer como uma série de bandas. (SILVERSTEIN, 1994).

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) tem
sido utilizada para gerar impressdes digitais informativas sobre o metabolismo de
materiais bioldgicos (SMITH et al, 2003;. WINDER ¢ GOODACRE, 2004). Outros
estudos anteriores também mostraram o sucesso da sua aplicabilidade na taxonomia de
sistemas bioldgicos podendo chegar ao nivel de subespécie (NAUMANN et al, 1991;.
TIMMINS et al, 1998; WINDER ¢ GOODACRE, 2004). Além disso, a combinagdo do
FT-IR e analise metabdlica tém sido bem sucedida na identificagdo de alteragdes
metabolicas em fermentagdes naturais multi-organismo (SMITH et al., 2003). FT-IR ¢
particularmente util para o entendimento de problemas bioldgicos complexos através de
método de triagem inicial, pois ¢ de alto rendimento com tempos de anélise de 10 a 60
segundos por amostra, requer de preparacdo minima da amostra, ¢ automatizado e
relativamente barato (WARFHE et al. , 2010). Além disso, a analise por FT-IR, permite
que a amostra seja analisada em varios ambientes como sélido, amorfo ou cristalino,
filmes, membranas, pastilhas de KBr, além dos espectrometros de FT-IR serem mais

facilmente encontrados no mercado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Equipamentos

Estufa de cultivo Nova Etica modelo 400/ND; balanca analitica ADA 210/L;
balanca semi-analitica Shimadzu BL 3200H; autoclave vertical Phoenix AV 75;
autoclave Fabbe 104 C; agitador magnético Fisatom modelo 752; agitador de tubos
Phoenix AP 56; centrifuga Centribio 80-2B; mesa rotatoria Catel CFWO08; estufa de
secagem Fanem modelo 315 SE; refrigeradores Brastemp 280 e Continental 460 modelo
RC46; medidor de pH DMPH-2 Digimed; espectrofotdmetro UV-VIS Shimadzu UV-
2401 PC e espectrofotometro FT-IR Shimadzu IRPrestige-21.

4.2. Preparo do bagaco de cana de acticar

Foram coletadas amostras de bagago de cana de ac¢tcar na Usina Nova América
do grupo COSAN no municipio de Taruma/SP. Estas amostras foram lavadas sete vezes
em agua de torneira para a remo¢do de agucares ainda presentes no bagaco.
Posteriormente, o bagaco foi secado em estufa de secagem & 65 C por 48h e triturado
em um triturador mecanico. Ap0s a trituragdo, o material foi peneirado de forma a obter

particulas de bagaco entre 1,00 e 1,19mm.
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4.3. Tratamento do bagaco de cana de actcar

O tratamento do bagaco de cana de agucar com a finalidade de aumentar as taxas
de imobilizag¢do celular foi adaptado da metodologia de Coelho (2007). Os diferentes
tratamentos do bagago foram posteriormente avaliados de acordo com as respectivas
taxas de imobilizacdo celular. Quantidades de 1g de bagaco lavado e triturado foram
adicionados em frascos erlenmeyers de 250 mL e submetido aos tratamentos descritos

nos itens 4.3.1,4.3.2. € 4.3.3.

4.3.1. Tratamento com polietilenoimina

A Polietilenoimina (PEI) obtida ¢ um produto sintetizado pela Fluka Analytical e
comercializado no Brasil pela Sigma-Aldrich na concentragdo de 50%. Esta solucdo foi

diluida a uma concentrag@o de 2% (v/v) ajustada para o pH 7,00 com HCI (2,0N).

4.3.2. Tratamento com hidréxido de sodio (NaOH)

Uma solug@o de hidréxido de sédio foi preparada na concentragido de 2% e 50

ml desta solucdo foi adicionada aos frascos erlenmeyers.

4.3.3. Tratamento com agua destilada

Uma quantidade de 50 ml de 4gua destilada ajustada para o pH 7,00 com HCl e

NaOH foi adicionada aos frascos erlenmeyers contendo bagaco de cana.

Em seguida, 50 mL destas trés diferentes solugdes foram adicionadas
separadamente aos frascos contendo lg de bagago de cana. Logo, os frascos
permaneceram sob agitagdo a 160rpm durante 24h e, a seguir, foram autoclavados por
20 minutos 4 120°C, lavado com &agua destilada até atingir-se o pH neutro e secado em

estufa a 65°C por 48h (Figura 3).
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4.4. Determinacio da quantidade de sacarose remanescente no bagaco

de cana de acucar.

Diferentes concentragdes de bagaco (2, 4, 6, 8 e 10mg/ml) em 4gua destilada
ajustada para os pHs 2,50, 4,50 e 6,50 foram submetidas a uma temperatura de 30°C
durante o periodo de 2h. Em seguida o material foi filtrado em peneira de 1,00mm e as
respectivas solucdes filtradas foram analisadas em espectrofotometro UV-Vis a 340nm
(BERGMEYER, 1988) como apresentado na figura 3. Através destas concentragdes,
elaborou-se uma reta padrdo para determinar a relagdo de agicares remanescentes por
mg de bagago ainda presentes no bagago utilizado neste experimento. Os calculos de

agucares remanescentes seguiram a seguinte formula:

Ax M
exd

Concentracdo de Sacarose (mg.ml™") =

Onde:

M = Massa molar da sacarose (342.24 g.mol™).
€ = Coeficiente de sacarose a 340 nm. (6300)
d = Caminho 6ptico em cm (0,5 cm).

A = Absorbancia da amostra
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Secagem - 48h

Bagaco dfe Cana de Lavado - Estufa 3 65°C
Agucar
v
7X Triturado

R 1 v

\ HZO&l J = 190 5 ) 1,19mm

Bagaco
\L 65°C — 24h
} l . . | Bagaco seco
Agitagao
160rpm
24h

\L (2,4, b, 8e 10mg.ml™*)

Espectrofotémetro
UV-Vis

340nm

Sobrenadante

Figura 3: Metodologia utilizada para o tratamento do bagag¢o de cana de acuicar e analise para
determinagdo de agticares remanescentes.
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4.5. Suspensio de Saccharomyces cerevisiae

A suspensdo de levedura foi elaborada através do fermento bioldgico
comercializado, em forma liofilizada, pela Park Gida Uretim ve Pazarlama A.S. Cd. No:
5/634349 no lote 145418. Foram elaboradas suspensdes estoque de Saccharomyces

cerevisiae em concentragdes de 0,25, 0,5 e 1% em agua destilada (pH 7,00).

4.6. Reta padrao de suspensido de levedura

A partir das suspensdes estoque de levedura, foram elaboradas diferentes
suspensdes com concentracdes de Saccharomyces cerevisiae liofilizada em duplicata.
Foi estabelecida uma ampla variedade de concentragdes de suspensdes de levedura de
modo a diminuir os erros experimentais aproximar-se do valor de concentracido exata
presente nas amostras. Cada suspensdo foi analisada em espectrofotometro UV-Vis a
540nm e os valores de absorbancia foram coletados para elaborar uma reta padrdo
(GALGIANI e STEVENS, 1978; SUMBU et al., 1983). Um agitador vortex foi
utilizado para a agitacdo das amostras antes das leituras de absorbancia de modo a evitar

que a decantagdo da suspensao de leveduras interferisse nos resultados.

4.7. Ensaios de imobilizacao

4.7.1. Ensaios para a determinacdo das melhores taxas de imobilizacdo

Primeiramente foram preparadas trés suspensdes estoque de levedura nas
concentragdes de 0,25, 0,5 e 1%. Logo, uma aliquota de 1 ml de cada concentragdo foi
adicionada a tubos de ensaio em duplicata contendo respectivamente 2, 4, 6, 8 ¢ 10 mg
de bagaco de cana tratado. Estes tubos permaneceram em estufa a 30°C durante 120
min. Através dos célculos de porcentagem de imobilizagdo celular foi determinada a
concentracdo de levedura que apresentou as melhores taxas de imobilizagdo e esta foi

posteriormente utilizada nos testes de remog¢ao do corante.
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Suspensdo de

Levedura
ad 11 30°C — 120min
Analise em W
Espectrofotémetro |<—  Filtrado
UV-Vis

Figura 4: Determinag¢do das melhores taxas de imobilizagdo celular através da analise em
espectrofotometro UV-Vis a 540 nm.

4.7.2. Calculo de imobilizacio celular

Através da concentragdo remanescente da suspensdo de levedura apds os ensaios
de imobilizagdo foi possivel através do espectrofotometro UV-Vis, a 540nm, avaliar a
porcentagem de imobilizagdo para cada tratamento em que o bagaco de cana de acucar
foi submetido. Os célculos de imobilizacdo celular, em porcentagem, foram obtidos

utilizando-se a seguinte férmula:

3 (Absp — (Absc — Abscb))

Absp «100

% de Levedura Imobilizada = |1

Onde:

Absp = Absorbancia do controle contendo apenas a suspensdo de levedura.

Absc = Absorbancia da suspensio de levedura apds o contato com o bagago tratado.
Abscb = Absorbancia do filtrado controle contendo apenas H,O e bagaco de cana

tratado.
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4.8. Solucio corante

4.8.1. Corante Acid Black 48

O corante Acid Black 48 (AB48) foi obtido do lote 092767 da Sigma-Aldrich
Chemical Company, Inc. O nimero de catdlogo deste corante ¢ 19,424-7 e o seu
registro no Colour Index (C.I) é 65005. De acordo com especificagcdes quimicas, o
ABA48 apresenta um peso molecular de 663,54 g.mol”' ¢ um grau de pureza de 40%. A
formula empirica deste corante ¢ C,sHisNa3O;0S, e sua formula estrutural esta

apresentada na figura 5.

O NH;

N NH lSO3Na ]

O X
N O NH; |

Figura 5: Estrutura quimica do corante Acid Black 48.

4.8.2. Preparo da solucio estoque de Acid Black 48

A solugdo estoque do corante Acid Black 48 (AB48) com a concentragdo final
de 1000 pg.ml’ foi preparada dissolvendo-se de 100 mg do corante em pé em 4gua
destilada e completando o volume para 100 ml. A solugdo foi armazenada em geladeira

a 4°C até realizag¢do dos experimentos.

4.8.3. Determinacdo da reta padrio de Acid Black 48 e teste de estabilidade do pH

Em seis tubos de ensaio numerados ¢ em duplicata foram colocadas diferentes
dilui¢des da solucdo estoque do corante Acid Black 48. As dilui¢cdes dos tubos foram

feitas com agua destilada em trés pHs diferentes (2,50, 4,50 ¢ 6,50) conforme a tabela 1.

61



Material e Métodos

Tabela 1: Quantidade de solucdo estoque de Acid Black 48 e agua destilada no pH 2,50, 4,50 ¢
6,50 para a obtencéo da reta padréo e grafico de varredura do corante.

Tubo H,O vol. (ml)  Sol. Corante (ml)  Concentracio (ug.ml")

1 10 0,0 0
2 9,8 0,2 20
3 9,6 0,4 40
4 9.4 0,6 60
5 9,2 0,8 80
6 9,0 1,0 100

Cada tubo foi posteriormente submetido a uma varredura em espectrofotdmetro
UV-Vis nos comprimentos de onda de 800 até 190 nm utilizando-se uma cubeta de
quartzo com caminho 6ptico de 5 mm. Em seguida foram analisados os valores de
absorbancia dos picos de onda méximos de curva na varredura. Através dos valores de
absorbancia dos picos de onda maximo e suas respectivas concentracdes de corante
presente na solucdo em pg,ml” foi obtido um grafico de reta padrdo de cada pH pelo
programa Origin Professional 5.0. Os valores de A, B, e R na reta foram anotados para
que posteriormente fosse possivel calcular a quantidade de corante remanescente apos

os testes de biossor¢do e adsorcao.

Para o teste de estabilidade, determinou-se se o corante € estavel em
concentragdes equivalentes, porém em pHs diferentes, seguindo um padrio similar de

varredura.

4.9. Preparo dos testes de remocao do corante

4.9.1. Teste apenas com bagaco de cana tratado

Em tubos de ensaio em triplicata foram adicionados 2, 4, 6, 8 ¢ 10 mg de bagago
de cana tratado seco. Em seguida, foi adicionado 1 ml da solugdo estoque do corante
com agua destilada em pH 2,50, 4,50 ¢ 6,50 completada para o volume final de 10 ml.
Portanto, assim como nos testes com S. cerevisiae livre € imobilizada, a concentracdo

inicial do corante obtida foi de 100 pg.mI".
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Teste apenas com bagaco de cana tratado

1ml de AB48 H,O
2,4,6,8e10 Conc. AB48 =100
mg de bagago pg.mlt

Figura 6: Testes apenas com bagaco de cana tratado.

4.9.2. Testes com S. cerevisiae imobilizada

Primeiramente 1g de bagaco de cana de agucar tratado foi adicionado a
erlenmeyers de 250 ml em triplicata contendo 50 ml da solu¢do estoque de levedura que
apresentou as melhores taxas de imobilizagdo. Em seguida, estes frascos foram
submetidos a uma agitagdo de 160 rpm por 24h. Logo, retiraram-se aliquotas de 1 g de
bagago umido para o calculo do peso seco do bagago contendo levedura imobilizada, o
restante do bagaco tratado umido contendo levedura imobilizada foi adicionado em
diferentes concentracdes de corante. Apos a imobilizac¢do, adicionou-se 20, 40, 60, 80 e
100 mg de bagag¢o umido a tubos de ensaio em triplicata contendo em 9 ml de agua
destilada, nos pHs 2,50, 4,50 e 6,50. Em seguida, foi feita a adi¢do de 1 ml da solucdo
estoque de AB48. Desta maneira, obteve-se uma concentragdo inicial de corante de 100

pg.ml’' e um volume final de 10 ml.
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Testes com S. cerevisiae imobilizada

1ml de AB48 H,0

Conc. AB48

20,40,60,80e
100 pg.ml?

100 mg de bagago
umido

Agitacdo 160rpm
24h

Figura 7: Testes com S. cerevisiae imobilizada.

4.9.3. Testes com S. cerevisiae livre

Foram adicionados 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ¢ 1,0 ml da suspensdo de levedura estoque
com melhor taxa de imobilizacdo em tubos de ensaio em triplicata contendo 1 ml da
solucdo estoque de AB48. Posteriormente foram adicionadas quantidades de agua
destilada em pH 2,50, 4,50 ¢ 6,50 de modo a completar um volume final de 10 ml. As
concentracgdes de células livres foram submetidas as mesmas concentragdes de corante e
pH do teste anterior. Os resultados de porcentagem de descoloracdo e concentragdo
remanescente do corante foram comparados com o peso seco de levedura resultante de

acordo com a suspensao estoque de levedura de melhor taxa de imobilizagao.
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Testes com S. cerevisiae Livre

1ml de AB48 H,0
il I 1

Leveaura 0,2, 0}4’ 0,6, 0,8 \].:55\.. nu-ln.la
e 1,0 ml HE-M

Figura 8: Teste com S. cerevisiae Livre.

4.10. Testes de remocao do corante

Os tubos de ensaio contendo os testes de bagaco de cana, bagaco de cana
contendo levedura imobilizada e células livres foram levados a uma estufa de cultivo a
30°C por 120 minutos. Apos este periodo, as amostras foram novamente filtradas em
peneira de 1,00 mm e centrifugadas a 4000 rpm por 25 minutos para a completa
separacao da solug¢do remanescente de corante do material adsorvente. Um experimento
controle contendo 100 pg.ml' de AB48 nos pHs 2,50, 4,50 e 6,50 também foi
submetido a todas as condi¢des anteriores. A solu¢do remanescente de cada teste foi
posteriormente analisada em espectrofotometro UV-VIS nos comprimentos de onda

entre 190 e 800 nm e em cubeta de quartzo com caminho dptico de 5 mm

4.11. Analise de resultados apos os testes de remocao do corante

Os testes de remogdo do corante com S. cerevisiae na forma livre e imobilizada e
os testes apenas com o bagaco de cana tratado apresentam concentragdes de peso seco

distintas. Sendo assim, os valores de concentracdo remanescentes e porcentagem de
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descoloragdo foram utilizados apenas para a comparacdo entre os tratamentos
analisando-se cada teste individualmente. Para a comparacdo dos diferentes testes de
remog¢do do corante entre si foi determinada a capacidade adsortiva do biomaterial, ja
que este calculo leva em conta a quantidade de adsorvente pela concentracdo de corante

removida.

4.11.1. Calculo da concentracdo remanescente

Através dos valores da reta padrdo obtido para o AB 48 em cada pH e o valor de
absorbancia das amostras apds os testes de remoc¢do do corante, calculou-se a

concentragdo de corante remanescente na solugao.

4.11.2. Calculo da porcentagem de descoloracio

Os célculos de porcentagem de descolora¢do foram analisados segundo Won et al.

(2008) e El-Rahin et al. (2009) a partir da seguinte formula:

Absorbancia (controle) - Absorbancia (amostra)

% de Descoloragao = X 100

Absorbancia (controle)

Onde:
Absorbancia (controle) = Absorbancia da solugdo de corante inicial.
Absorbancia (amostra) = Absorbancia da amostra de corante que passou pelos ensaios

de biossorg¢ao e adsorgao.

4.11.3. Calculo de capacidade adsortiva

Por meio dos valores de concentragdo remanescente apds os trés testes de
remo¢do do corante foram calculados a capacidade adsortiva do biomaterial. A
capacidade adsortiva, expressa em mg de matéria por pug de corante, indica a quantidade
de corante que podera ser adsorvida em 1 mg de adsorvente. A capacidade adsortiva foi

calculada através da adaptagdo da seguinte formula (HOMAGAI et al., 2010):

66



Material e Métodos

_ci—cf

Onde:

q = Capacidade adsortiva.

Ci = Concentragao Inicial do Corante.

Cf = Concentracao final do corante apos os testes de remogao.

P = Peso seco do adsorvente.

4.12. Testes de biodegradacio do corante

Para este teste, apenas o valor de pH 2,50 e o tratamento do bagaco com
polietilenoimina que apresentaram melhores taxas de remoc¢ao nos testes de biossor¢éo
e adsor¢@o foram analisados. Portanto, foram feitos dois testes, um com células livres de
levedura em contato com o corante e outro com S. cerevisiae imobilizada. As amostras

foram preparadas da seguinte maneira:

4.12.1. Preparo das amostras de biodegradacio do corante com células livres

Quantidades equivalentes a 5x10°g.mL" de levedura foram obtidas adicionando
200p L de uma suspengdo de levedura 0,25% em um tubo de ensaio contendo 9 mL de

agua destilada, no pH 2,50, e com a adi¢do de ImL de Acid Black 48.

4.12.2. Preparo das amostras de biodegradacdo do corante com células imobilizadas

Primeiramente realizou-se novamente um ensaio de imobilizagdo celular com o
bagago tratado com PEL Apos este ensaio, calculou-se a taxa de imobilizagdo obtida e
retiraram-se aliquotas de bagago umido com quantidades equivalentes de levedura
utilizada no preparo de biodegradagdo do corante com células livres. Logo, esta
quantidade de bagaco com levedura imobilizada foi adicionada em um tubo de ensaio

com 9 mL de agua destilada, no pH 2,50, e com adi¢do de ImL do corante.

4.12.3. Condicdes para os testes de degradacdo de Acid Black 48

Ambos os ensaios de degradagdo com células livres e imobilizadas foram
realizados em duplicata. Um ensaio controle contendo apenas uma solugdo de Acid

Black 48 e outro contendo bagaco de cana tratado com o corante também foram
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realizados. Todos estes experimentos foram incubados a 30°C pelo periodo de 10 dias,
ou 240 horas, sendo que a cada 24h uma amostra de cada experimento era retirada para
andlise. Apos a retirada, centrifugaram-se os tubos por 25 min e coletou-se o

sobrenadante.

4.13. Analise dos testes de biodegradacao do corante

4.13.1. Analise por espectrofotdometro UV-Vis

As amostras de sobrenadante nos testes de biodegradacdo foram feitas
varreduras em espectrofotdmetro UV-VIS Shimadzu UV-2401 PC nos comprimentos de
onda de 800 a 190 nm e em cubeta de quartzo de caminho dptico de Smm assim com
nos testes de biossor¢do/adsor¢cdo. A biodegradacdo do Acid Black 48 foi avaliada
através da determinacdo da absorbancia relativa, segundo Glenn e Gold (1983).

Os valores de absorbancia relativa foram submetidos a uma andlise estatistica

pelo teste de Kruskal-Wallis utilizando o programa Biostat 5.0.

4.13.2. Analise por espectrofotdometro FT-IR

As amostras de sobrenadante retiradas, apds a analise em espectrofotometro UV-
Vis, incluindo os ensaios controle, foram colocados em cadinhos e incubados em estufa
de secagem a 100°C por 48 horas. Logo, as amostras foram retiradas ¢ colocadas em
dessecador por 24 horas até a confec¢do das pastilhas. Para a confec¢do das pastilhas,
utilizaram-se quantidades equivalentes a Img do corante seco dos cadinhos mais 149mg
de KBr através de uma compressdo de 40kN por aproximadamente 5 minutos. Esta
pastilha possui um aspecto transparente ou translicido com aproximadamente 13 mm de
diametro e 2 mm de espessura. Logo, a pastilha confeccionada foi colocada no aparelho
para a leitura no intervalo de 400 a 4000 cm™, com 16 varreduras e resolucdo de 4 cm™.
As linhas de base foram corrigidas em 3 pontos, em 4000, 2000, e 400 em’

Estes espectros também foram suavizados, desconvoluidos e apresentados em termos de

absorbancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Anailises da determinacio de sacarose remanescente no bagaco de

cana.

5.1.1. Determinacio da reta padrio de concentracdo remanescente de acucares

De acordo com os dados da literatura (BERGMEYER, 1988) em relacdo a
concentracdo de agucares remanescentes foi possivel obter-se uma reta padrdo com
R=0,97286 para o pH 2,50, R= 0,98738 para o pH 4,50 ¢ R=0,98747 para o pH 6,50.
Portanto, através destes valores de absorbancia permite-se estimar a quantidade de
bagago de cana de agucar presente na solugdo através da determinacdo dos agucares

remanescentes. As varreduras espectrais se encontram apresentados na figura 9.
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Figura 9: Varreduras espectrais para a determinacio de concentragdo de sacarose remanescente
no bagaco de cana. As diferentes varreduras foram obtidas a partir do bagago de cana de agticar
apos o contato de 120min com agua destilada no pH 2,50. Valores obtidos a partir de uma
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 0,5 cm.
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5.1.2. Avaliacdo de sacarose apds o tratamento do bagaco de cana
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Figura 10: Concentragio de sacarose remanescente (mg.ml™) presente em 6 mg de bagago de
cana sem tratamento, tratado com agua destilada, tratado com PEI e tratado com NaOH. Ensaios
apods o contato de 120 min com dgua destilada no pH 2,50, 4,50 e 6,50.

De acordo com os resultados obtidos, no pH 2,50 o tratamento apenas com
agua destilada reduziu em 50% a quantidade de sacarose presente no bagago de cana. Ja
os tratamentos com PEI e NaOH, para este mesmo pH, reduziram em média 29% da
sacarose presente. Observa-se também que o bagaco de cana tratado apresentou
menores quantidades de sacarose em todos os valores de pH. O pH 6,50 foi o mais
eficiente na remog¢do de agucares utilizando-se bagaco de cana tratado com PEI e
NaOH. Sendo que no tratamento com PEI o pH 6,50 foi 50% mais eficiente em relagdo
ao pH 2,50. Isto se deve a que o bagaco tratado com PEI ¢ com NaOH possuem uma
maior quantidade de cargas positivas. As cargas positivas, neste caso, contribuiram para
a adsor¢io das moléculas de sacarose que seriam liberadas no meio. A medida que o pH
aumenta de 4,50 para 6,50 estas cargas positivas foram também ocupadas por ions OH"
presentes na solugdo que competem com a sacarose. Sendo assim, o tratamento do
bagago apenas com autolavagem ja contribui para uma diminui¢do de 25% da
quantidade de sacarose presente no bagago. A reducdo de moléculas de sacarose no

bagaco de cana ¢ importante ja que estas ocupam possiveis sitios de adsorcao.
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5.2. Analise da reta padrao de suspensio de leveduras

Através dos valores de absorbancia analisados a 540 nm, uma reta padrdo de
concentracdo da suspensdo de leveduras foi determinada como Absorbancia®™™ =
1,39895 + 0,10883*Conc. Levedura, sendo que o valor de R para esta reta foi de
0,96587. Estes valores em duplicata apresentam um desvio padrdo de 0,08625 ¢ um P

menor que 0.0001.

Absorbéancia

1,4 : . . , . , . ,
2 4 6 8 10

Concentragédo da Suspensao de Leveduras (mg.ml'1)

Figura 11: Relagdo entre os valores de concentragdo de S. cerevisiae com os resultados de
absorbancia obtidos para cada concentragao.

5.3. Determinacao das melhores taxas de imobilizacido celular.

De acordo com os dados coletados a suspensdo de levedura testada com
concentragdo de 1% apresentou em linhas gerais as melhores taxas de imobilizagdo
analisadas. O bagago tratado com PEI também apresentou as melhores taxas de
imobilizagdo em todas as concentragcdes de suspensdo de levedura analisadas. Este
tratamento apresenta as melhores taxas de imobilizagdo quando avaliamos a quantidade

de biomassa de levedura imobilizada por mg de bagaco (Figura 12).
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Figura 12: Porcentagem S. cerevisiae imobilizada partindo-se de uma suspenséo de levedura na
concentragdo 1 %. Resultados avaliados entre a porcentagem de leveduras imobilizadas por mg
de bagaco em relagdo a quantidade de bagaco (mg) em solugdo utilizada nos ensaios de
imobilizagdo.
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Figura 13: Grafico da porcentagem de imobilizag¢io de suspensdes estoque de levedura a 0,25,
0,5 ¢ 1% em 10 mg.ml" de bagaco. Valores expressos em porcentagem por mg de bagago na
solucéo.

Quando se avalia apenas a quantidade total de biomassa imobilizada, isto €, sem
levar em conta a quantidade de bagago de cana tratado que foi adicionada, nota-se que a

tendéncia dos valores € proporcional a concentragdo do bagacgo utilizado (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores de porcentagem de imobilizacdo celular partindo-se de uma solugdo de
levedura a 0,25, 0,5 e 1% em contato com 2, 4, 6, 8 ¢ 10mg de bagago de cana de agticar tratado
com PEL, NaOH e agua destilada.

Suspensio Tratamento do % de Imobilizagio (mg bagaco).(ml de solugio)”
Estoque de Bagaco 2 4 6 8 10
Levedura
Agua Destilada 11,55 10,16 9,87 8,04 9,26
1% NaOH 6,26 9,85 17,81 16,53 18,81
PEI 35,13 39,57 45,37 51,55 50,49
Agua Destilada 7,64 14,57 7,93 17,10 12,97
0,5% NaOH 14,62 13,13 8,13 9,94 14,08
PEI 23,44 30,89 38,11 28,77 30,94
Agua Destilada 7,87 15,67 14,91 16,68 3,32
0,25% NaOH 24,59 22,25 16,77 17,55 13,37
PEI 45,96 27,82 20,67 21,80 15,08

Embora alguns testes com bagaco de cana na concentragdo de 2 rng.ml'1
apresentam uma maior taxa de imobiliza¢@o celular na concentragdo 0,25%, nas demais
concentracdes de bagaco esta suspensdo estoque mostrou resultados ndo tanto
satisfatorios de imobilizacdo (Tabela 2). Sendo assim, para os testes de biossor¢dao com
Saccharomyces cerevisiae imobilizada em bagaco de cana tratado decidiu-se utilizar a

suspensdo estoque de levedura na concentragdo de 1%.

5.4. Reta padrio do corante Acid Black 48

Através dos resultados obtidos por meio das varreduras espectrais determinou-se
que o corante Acid Black 48 ¢ de pH estdvel e que possui um comprimento de onda
maximo em 663 nm. No que se diz respeito aos dados da reta padrio, foram obtidos os

seguintes valores apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Dados da Reta Padrao de AB48 nos valores de pH 2,50, 4,50 ¢ 6,50.

Dados pH 2,50 pH 4,50 pH 6,50

A= 0,00272 0,00167 0,000442857
= 0,004421 0,00442 0,00445
= 0,999911 0,99997 0,99994

Em todas as condi¢des de pH analisadas, o valor de R foi muito proximo de 1, o

que determina uma precisdo bastante elevada e uma confiabilidade na utilizagdo destas

retas para os calculos de remog¢do do corante e descoloracdo. Em relacdo a estabilidade

do corante, as trés diferentes retas apresentam valores de inclinacdo similares, o que

indica que o corante ¢ estavel a mudancas de pH.
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Figura 14: Varredura espectral das concentragdes de 20, 40, 60, 80 ¢ 100 pg.mI' do corante
Acid Black 48 no pH 2,50. Absorbancia ™ = 0,00272 + 0,004421*Conc do corante.
Resultados obtidos em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 0,5 cm.
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5.5. Determinacio dos valores de peso seco apos a imobilizacio

De acordo com os dados obtidos apds os ensaios de imobilizacdo, o calculo de
umidade foi de 18% para o bagago tratado com agua destilada contendo levedura
imobilizada, 13,01% com NaOH e 7,96% com PEI Portanto, para os calculos de
capacidade adsortiva, os valores em peso umido de 2, 4, 6, 8 e 10 de bagago adicionados
nos testes de remog¢ao do corante com levedura imobilizada foram modificados para os

valores de peso seco conforme a tabela 4.

Tabela 4: Valores de peso seco obtidos apds os ensaios de imobilizagdo com bagago tratado
com agua destilada, PEI e NaOH. Os resultados foram expressos comparando-se os valores de
peso umido iniciais.

Peso timido Utilizado
Peso Seco para o

nos Testes de Peso Seco para o Peso Seco para o
. - Bagago Tratado com
Biossor¢do com R oua Destilada Bagaco Tratado com Bagago Tratado com
Levedura Imobilizada g q PEI (mg.ml™) NaOH (mg.ml™)
1 (mg.ml™)
(mg.ml™)
2 0,360 0,159 0,260
4 0,720 0,318 0,521
6 1,080 0,478 0,781
g 1,440 0,637 1,041
10 1,800 0,796 1,302

5.6. Testes de remoc¢ao do corante

5.6.1. Teste apenas com bagaco de cana tratado

Apos os testes de adsor¢cdo com bagaco de cana tratado observa-se que as
taxas mais altas de remocao do corante, em todos os pHs analisados, foram obtidas com
as maiores concentracdes de bagaco, isto ¢, 10 mg.ml™". O pH 2,50, partindo-se de uma
concentragdo inicial de 100ug de corante, foi o pH mais eficiente para a adsor¢do do
corante em todos os tratamentos avaliados. A medida que o pH da solugdio decresce,
tornando o meio mais acido, o numero de sitios adsorventes de &anions aumenta,
favorecendo a adsorcdo dos anions do corante devido a atracdo eletrostatica (SAAD et

al., 2010). No pH 2,50 obteve-se os resultados apresentados na figura 15.
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Figura 15: Porcentagem de Descoloragdo do corante AB48 em pH 2,50 apos o contato com
bagago de cana de aglicar tratado com PEI, Agua Destilada ¢ NaOH por 120min a 30°C.
Absorbancia **™ = 0,00272 + 0,004421*Conc. do corante. Resultados obtidos utilizando-se
cubeta de quartzo com caminho o6ptico de 0,5 cm.

De acordo com os dados obtidos, o bagaco de cana tratado com PEI apresentou
as melhores taxas de remogdo do corante em todos os valores de pH analisados, ja que
este apresenta os maiores valores de porcentagem de descoloragdo em todas as
concentracdes de bagaco em que a solugdo de AB48 a 100 pg.ml’ foi submetida. Em
um pH 4cido, o PEI é altamente protonado, formando (PEI-H') (AMARA e
KERDJOUDJ, 2003). A protonacdo do PEI revestido no bagaco de cana aumenta a
quantidade de sitios ativos disponiveis para as cargas negativas do corante no
adsorvente. Os valores de concentracdo remanescente do corante apos o contato com o
bagaco tratado com NaOH apresentaram valores intermedidrios entre os tratamentos

com PEI e dgua destilada.
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Figura 16: Porcentagem de descoloragéo do corante Acid Black 48 em pH 4,50 ap6s o contato
com bagaco de cana de agucar tratado com PEI, Agua Destilada e NaOH por 120min a 30°C.
Resultados obtidos utilizando-se cubeta de quartzo com caminho dptico de 0,5 cm.

Quando sdo analisados os valores no pH 4,50, observa-se que as maiores taxas
de remoc¢do do corante ocorrem ainda no bagago tratado com PEI, porém o Bagago
tratado somente com agua destilada ndo apresenta muita diferenca do que o tratado com
NaOH (Figura 16). O bagago tratado com NaOH foi autoclavado e logo lavado com
dgua destilada em pH neutro, porém existe a possibilidade de ainda existir NaOH
contido no bagago. A presenca de NaOH pode gerar um aumento no numero de OH"

adsorvidos no bagago que competem com os anions presentes na molécula do corante.
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Figura 17: Porcentagem de descoloragdo do corante Acid Black 48 em pH 6,50 apds o contato
com baga¢o de cana de agucar tratado com PEI, Agua Destilada ¢ NaOH por 120min a 30°C.
Resultados obtidos utilizando-se cubeta de quartzo com caminho éptico de 0,5 cm.

No pH 6,50 por sua vez, o bagaco tratado apenas com agua destilada se mostra
menos eficiente na remoc¢do do corante entre os valores de pH 2,50 e 4,50. Estes
resultados ja haviam sido observados em Mitter et al. (2012), em que os autores
estudaram a adsor¢do do corante Acid Alizarin Violet N em bagago de cana de acucar
tratado apenas com agua destilada. Porém, quando o AB48 esteve em contato com
bagago de cana tratado com PEI e NaOH no pH 6,50 estes valores foram tio eficientes
quanto no pH 4,50. Amin (2008) avaliou a eficiéncia de adsor¢do do Reactive Orange
em carvao ativado elaborado através do miolo de bagago quimicamente modificado e
observou que as maiores taxas de descolora¢do do corante foram obtidas em pH 2,50,
porém, a eficiéncia de remocgao entre os pHs 4,50 ¢ 6,50 foram equivalentes. Resultados
similares também foram obtidos em Akar et al. (2010) na utilizagdo de Pyracantha
coccinea para a adsor¢do de Acid Red 44. Segundo estes autores a porcentagem de
descoloragdo foi severamente afetada pela mudanca de pH, sendo que a partir do pH

4,00 os valores de descoloragdo permaneceram estaveis.
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5.6.2. Testes Com S. cerevisiae imobilizada

Na utilizag@o da suspensdo de levedura a 1% nos ensaios de imobilizagdo celular
para os testes de remoc¢do do corante, o bagaco de cana de agucar tratado com PEI
novamente apresentou as maiores taxas de imobilizag¢do de células. Observa-se também
que o tratamento do bagaco teve grande influéncia para a imobiliza¢do celular. A
porcentagem de leveduras imobilizadas no bagago de cana foi de 31,34% para o
tratamento com PEI, 22,54% para o tratamento com NaOH e 8,56% para o tratamento
apenas com agua destilada. Coelho (2007) realizou experimentos semelhantes com
imobilizacdo de Candida guilliermondii FTI 20037 em bucha vegetal (Luffa cylindrica)
para a produgdo de xilitol e também observou que no tratamento do suporte com PEI
ocorre um revestimento permitindo uma maior interagdo entre as células e o suporte.
Huang et al. (2009) avaliaram a eficiéncia da imobilizagdo de células de E. coli K12 em
BSP e observaram que a polietilenoimina além de aumentar as taxas de imobilizag¢ao
também aumenta a densidade em que as células se encontram imobilizadas.

Portanto, assim como nos testes de adsor¢do, os testes de bagaco de cana tratado
com levedura imobilizada apresentaram a mesma tendéncia. Isto €, os menores valores
de concentra¢do remanescente para todos os tratamentos foram obtidos no pH 2,50,
sendo que o bagaco tratado com PEI apresentou os melhores resultados. No pH 2,50 as
taxas de descoloragdo foram maiores na medida em que se aumentou a concentracio de
bagaco com células imobilizadas (Figura 18). Tazhibaeva et al. (2003) avaliaram o
efeito da mudanca do pH na superficie de células de leveduras. Estes autores
determinaram que as cadeias de carboidratos encontrados na superficie celular das
células de leveduras possuem multiplas ligagdes fosfodiéster, resultando em inimeras
cargas negativas. Em condi¢des de pH neutro esta superficie permanece carregada
negativamente, o que favorece a imobilizacdo celular j4 que o suporte se encontra
carregado positivamente. Porém, em condi¢des de pH fortemente 4cidos, a superficie do
biossorvente, assim como a superficie das células imobilizadas ficam carregadas
positivamente e entdo permitem forcas de atracdo com as moléculas de carga negativa

do corante.

Quando o pH da solugdo aumenta, o nimero de sitios carregados negativamente

aumenta. Baixas taxas de biossor¢do sdo observadas em pH alcalino por causa da
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competicio pelos locais de adsor¢do entre o excesso de fons hidroxilas (OH™) com os

ions negativos do corante (AKAR et al., 2009).
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Figura 18: Porcentagem de descoloracdo do corante Acid Black 48 em pH 2,50 apos o contato
com Saccharomyces cerevisiae imobilizada em bagaco de cana de agucar tratado com PEIL,
Agua Destilada e NaOH por 120min a 30°C. Resultados obtidos utilizando-se cubeta de quartzo
com caminho optico de 0,5 cm.

Analisando-se apenas os dados obtidos dos pHs 4,50 e 6,50, assim como nos
ensaios de adsor¢do apenas com o bagaco de cana tratado, a remog¢ao do corante foi tdo
efetiva no pH4,50 quanto no pH 6,50 para todos os tratamentos. Dentre os tratamentos,
o bagacgo tratado com PEI apresentou as maiores taxas de descoloracdo do corante. O
bagaco tratado com NaOH apresentou taxas mais eficientes do que o bagaco de cana
tratado apenas com 4agua destilada. Isto se deve a que apesar de o método de
imobilizagdo celular também possuir a inconveniéncia da dessor¢do, ou seja, o
desprendimento das células no suporte (MARTIN, 1998), este resultado ja era esperado
uma vez que o bagaco tratado com NaOH apresentou maiores taxas de imobilizagdo

celular em relag@o ao tratamento com agua destilada.
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5.6.3. Testes com S. cerevisiae livre

Para os testes de leveduras na forma livre, o pH 2,50 apresentou as melhores
taxas de descoloracdo do Acid Black 48. Resultados semelhantes também foram obtidos
na literatura (EL-RAHIN et al., 2009; ALMEIDA, 2008; VICTOR e CORSO, 2009).
Na concentragio de 0,05 mg de levedura por ml obteve-se 72,8 pg.mI" de concentragio
remanescente de corante e porcentagem de descoloragdo de 27,2% nos testes de pH
2,50. Nesta mesma concentragdo de suspensdo de levedura, a taxa de descoloragdo foi
de apenas 3,02% para o pH 4,50 e 1,36% para o pH 6,50. As agrupacdes amino (-NHy)
encontradas principalmente nas moléculas de proteinas da biomassa podem ser
protonadas na forma de -NH;" (WON et al., 2004). A formagdo de -NH;" por sua vez

resulta na formagao de sitios ativos para a liga¢do dos anions do corante.
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Figura 19: Determinacdo da porcentagem de descoloragdo do corante Acid Black 48 em pH
2,50, 4,50 e 6,50 apds o contato com Saccharomyces cerevisiae livre por 120min a 30°C.
Resultados obtidos utilizando-se cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 0,5 cm.
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5.6. Calculos de capacidade adsortiva
ApoOs a determinagdo dos valores de peso seco, uma vez estabelecida a
imobilizagdo, foram realizados os célculos de capacidade adsortiva nos diferentes
ensaios de remog¢ao do corante (tabela 5). De acordo com os dados coletados, obteve-se
que as melhores taxas de adsor¢do do AB48, isto €, a maior quantidade de corante que
se aderiu na biomassa, foi obtida com células livres de levedura.
Tabela 5: Capacidade adsortiva do bagago de cana tratado, Saccharomyces cerevisiae
imobilizada em bagaco de cana tratado e Saccharomyces cerevisiae livre partindo-se de uma
solugdo inicial de corante Acid Black 48 de 100 pg.mI'. Resultado obtido a partir de 6 mg dos
diferentes adsorvente e expresso em pg de corante por mg de bagaco.
Levedura Levedura Bagago @ Bagaco @ Bagaco
Levedura
Imobilizada Imobilizada Levedura  de Cana de de
Imobilizada
em Bagaco em Bagaco Na Forma | Tratado Cana Cana
pH em Bagaco
Tratado Tratado Livre com Tratado @ Tratado
, Tratado ,
com Agua com Agua com com
com PEL
Destilada. NaOH. Destilada . PEI NaOH
2,50 19,45 74,84 33,46 420,21 3,72 5,90 3,46
4,50 6,58 37,51 2,55 39,92 1,12 3,78 1,10
6,50 1,03 14,18 0,77 24,63 0,72 2,05 0,60

No pH 2,50 1 mg de células livres de levedura seria capaz de remover 420,21ug
do corante. Segundo Chen e Lin (2007), a descoloragdo de corantes com células
imobilizadas € menos sensivel a mudangas de pH, o que sugere que a matriz de suporte
das células impede o transporte de fons H'. A medida que diminui a entrada de fons H"
no suporte, consequentemente diminui a taxa de adsor¢@o do corante. Rodrigues (2010)
avaliou o uso de células de S. cerevisiae imobilizada em alginato de célcio para a
remog¢do dos corantes Acid Red 151 e Acid Blue 40 e determinou que os melhores
resultados foram obtidos no uso de células livres para ambos os corantes.

As taxas mais baixas de capacidade adsortiva, por sua vez, foram obtidas
utilizando-se apenas do bagaco tratado. Observa-se também que existe uma grande
diferenga quando se compara quantidades equivalentes de biomassa de levedura e de
bagaco de cana na remocdo de corantes téxteis. Sendo que, a levedura se mostra

aproximadamente 100 vezes mais eficiente no pH 2,50 e de 10 a 40 vezes no pH 4,50.
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Ja que a capacidade de adsor¢do avalia a remog¢do do corante por mg de
biomassa, espera-se que a biomassa com maior quantidade de células de levedura seja a
mais eficiente. Portanto, os testes com leveduras na forma livre tiveram uma capacidade
de adsor¢do do corante maior do que o os testes com levedura imobilizada no bagaco.
Porém, o uso de levedura imobilizada aumenta a capacidade adsortiva de 6 a 12 vezes
em relagdo ao uso de apenas o bagaco de cana tratado no pH 2,50.

No pH 2,50, o bagago tratado com PEI contendo leveduras imobilizadas foi de
2 a 4 vezes mais eficiente que o tratamento com agua destilada e NaOH. Porém, a
capacidade adsortiva de células de Saccharomyces cerevisiae livres foi até 5 vezes mais
eficiente que as células imobilizadas em bagago de cana tratado com PEL

O tratamento com NaOH demonstrou ser mais eficiente que o tratamento com
agua destilada apenas para o pH 2,50 nos testes com levedura imobilizada. Porém,
analisando-se apenas a adsor¢do do corante no bagaco de cana tratado observa-se que o
tratamento com NaOH diminuiu a capacidade adsortiva do bagaco. Isto se deve a que a
quantidade remanescente de NaOH no bagago possivelmente pode dissociar-se,
ocorrendo a ligacdo de ions OH™ no bagaco, ocupando os possiveis sitios de ligacio
para o corante.

A acidez do meio também demonstrou tornar a adsor¢do e biossor¢do mais
eficiente. Observa-se que existe uma grande diferenca na capacidade adsortiva do pH
2,50 em relacdo aos demais valores de pH analisados, porém esta diferenca ndo ¢ tdo
pronunciada comparando-se apenas os valores no pH 4,50 e 6,50. De acordo com Won
et al. (2008), existe uma variedade de faixas de pH em que os corantes téxteis podem ser
adsorvidos mais facilmente de acordo com a estrutura quimica do corante estudado e a
composi¢do do material de adsorcao.

Na figura 20 ¢ possivel visualizar a capacidade adsortiva dos diferentes

métodos utilizados para a remogdo do corante Acid Black 48.
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Figura 20: Comparacio da capacidade biossortiva do bagaco de cana de agtcar tratado com
polietilenoimina, solugdo de levedura 1%, S. cerevisiae imobilizada em bagaco de cana tratado
com PEI e a solu¢do inicial do corante. Testes realizados no pH 2,50 e apds o periodo de 2
horas.

5.7. Analise dos testes de biodegradacio do Corante

5.7.1. Analise por espectrofotometro UV-Vis

Através da analise da varredura do corante Acid Black 48 na concentragdo de
100p g, foi possivel estimar os comprimentos de onda referente ao pico de onda maximo

do grupo cromdforo (663nm) e o correspondente ao pico secundario (413nm).

A diminui¢do dos valores de absorbancia no pico de onda maximo durante a
descoloragdo de corantes téxteis se dd predominantemente por adsor¢do e por
biodegradacdo. No caso quando ocorre adsorcdo, todos os picos decrescem na mesma
propor¢ao. Na biodegradacio ocorre um decréscimo do pico de onda méximo ou existe
a formag@o de novos picos no espectro, provavelmente resultante das absorbancias de
metabolitos ou fragmentos da molécula do corante apos a degradacdo (Daneshvar et al.
2007). Cao et al. (1999) determinaram que na biodegradacdo o pico de onda maximo
relativo ao grupo cromoéforo também pode mudar para outro comprimento de onda de

maior intensidade dependendo do corante avaliado.
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Figura 21: Varredura do Corante Acid Black 48, na concentragio de 100pg.mL’, com
indicagdes dos picos de comprimento de onda maximo e secunddrio no pH 2,50 e. Leitura em
espectrofotometro UV-Vis com cubeta de quartzo de caminho dptico de Smm.

Apos as analises dos valores de absorbancia relativa para o tratamento com S.
cerevisiae imobilizada e livre, determinou-se que existe diferenca estatistica para ambos
os tratamentos em relagdo ao controle. Os resultados do teste de Kruskal-Wallis indicam
2 graus de liberdade p=0,0002. Para que ocorra diferenca estatistica nos tratamentos o
valor de p deve ser menor que 0,05, portanto ambos os testes analisados apresentam
diferenca estatistica. A figura 22 indica as comparagdes através do método de Dunn em
relagdo aos postos médios do controle e os dois tratamentos em que o corante foi

submetido.
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Figura 22: Teste de Kruskal-Wallis (método de Dunn). Comparacdes dos valores de
absorbancia relativa A°*/A*" apés o contato de S. cerevisiae livre e imobilizada com o Corante
Acid Black 48. Graus de Liberdade = 2, p=0,0002.

1 Espectro de Degradagéo do AB48
1.8 4 com S. cerevisiae imobilizada

1 Controle

1 ——120h
144 ———216h

Absorbéancia
o
(o]
|

T T T T T T T T T T
400 500 600 700

Comprimento de Onda

T T
200 300

Figura 23: Espectro de absorbancia do corante Acid Black 48 em solugdo aquosa no pH 2,50,
apos a interagdo com S. cerevisiae imobilizada em bagaco de cana de aglicar a uma temperatura
de 30°C. Varreduras avaliadas apos 48, 120 ¢ 216 horas.
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Analisando-se apenas as varreduras espectrais de degradagcdo do Acid Black 48
apos 48, 120 e 216h para o teste com S. cerevisiae imobilizada ndo ¢ possivel observar
diferengas significativas. Porém quando analisamos os dados de absorbancia relativa

A%3/A*S em relagdo a solugdo controle, observa-se uma grande variacdo ao longo do

tempo (Figura 24).
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Figura 24: Absorbancias dos grupos cromoforo (663nm) e secundario (413nm) e os valores de
absorbancia relativa a cada 24 horas, apos o contato do corante com Saccharomyces cerevisiae
imobilizada com bagaco de cana tratado com PEIL

A descoloragdo do corante foi observada, € consequentemente ocorreu uma
diminui¢do dos valores de absorbancia do grupo cromdéforo, esta se deve a adsorcao,
biossor¢do e biodegradacdo. Estes resultados estdo em concordancia com Glenn e Gold
(1983), que determinam que quando ocorrem diferengas significativas nos valores de

absorbancia relativa existe processo de degradacao do corante.

Na andlise da varredura do corante Acid Black 48 apds o contato com S.

cerevisiae livre, também se pode constatar uma possivel ocorréncia de processos
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biodegradativos (Figura 25). Nestes ensaios ocorreu uma alta redugdo tanto nos picos de

onda relativos ao grupo cromoéforo tanto como no secundario.

Barreto et al. (2011) avaliaram a degradagdo por espectrofotometro UV-Vis de
um consoércio de corantes (Amarelo Procion, Azul Procion, ¢ Vermelho Procion) através
do fungo Ganoderma sp. Estes autores identificaram a perda degradativa da
absorbancia dos picos de onda méximo de cada corante indicando uma degradagdo

significativa. Neste trabalho, os autores utilizaram ensaios de 12, 24, 48 ¢ 72h.

Daneshvar et. al (2007) analisaram através de espectrofotometria UV-Vis a
degradacdo do corante Verde de Malaquita utilizando algas como fonte de biomassa.
Neste trabalho os autores observaram a diminui¢do do pico de onda maximo (613 nm)
porém também determinaram a ocorréncia de trés novos picos na regido de 200 nm, 300

nm e 400 nm.
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Figura 25: Espectro de absorbancia do corante Acid Black 48 em solugdo aquosa no pH 2,50,
apods a interagdo com S. cerevisiae livre a uma temperatura de 30°C. Varreduras avaliadas apds
48,120 € 216 horas.
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Analisando-se os valores absorbancia relativa A°®/A*" nos testes utilizando
Saccharomyces cerevisiae livre, estes apresentam uma maior variacdo em relagdo ao

teste anterior indicando também a ocorréncia de biodegradacao.
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Figura 26: Absorbancias dos grupos cromoforo (663nm) e secundario (413nm) e os valores de
absorbancia relativa a cada 24 horas, apos o contato do corante com Saccharomyces cerevisiae
livre.

Apesar dos valores de absorbancia relativa indicarem a ocorréncia de processos
de biodegradacdo, ndo foi possivel observar a formagao de novos metabdlitos através da
espectrometria por UV-Vis. Portanto, para uma analise mais especifica das quebras de

ligag¢des ocorridas na molécula do corante utilizou-se o espectrofotometro FT-IR.

Segundo Santos (2011) e Rodrigues (2010), a avaliacdo da biodegradagdo de
corantes através de espectrofotometro UV-Vis e comparag@o dos valores de absorbancia
relativa pode apresentar indicios de degradagdo, porém esta ¢ uma técnica que devera

ser confirmada com espectrofotometria em FT-IR.
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5.7.2 Analise por espectrofotometro FT-IR

A espectroscopia de FT-IR ¢ essencialmente uma técnica para micro amostras. O
FT-IR promove o exame visual e documentagdo da area que foi exposta a radiacdo IR
(EVORA et al., 2002). Diferentemente das radiagdes nas regides de UV-Vis, que ao
incidirem sobre uma molécula causam transigdes eletronicas, a radiagdo infravermelha
causa alteracdo nos modos rotacionais e vibracionais das moléculas. O espectro na
regido de 4000 a 400 cm™ & a regiio mais importante quando se trata de caracterizar
compostos organicos, normalmente apresentando bandas de adsor¢do em vez de linhas,
isso por que, para cada mudanga de nivel vibracional, estd associada uma série de

transi¢des rotacionais (BARBOSA, 2007).

5.7.2.1. Caracterizacio do espectro do corante Acid Black 48

Através da figura 27 € possivel identificar as bandas de maior relevancia
referente a caraterizacdo do Acid Black 48. A tabela 6 expressa a estrutura

correspondente de acordo com a literatura de cada banda detectada.
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Figura 27: Espectro em FT-IR do corante Acid Black 48 na regido de 4000 a 400 cm™ através
da leitura de pastilhas elaboradas com KBr.

Tabela 6: Bandas correspondentes ao Acid Black 48 controle e suas respectivas identificagdes
na literatura.

3446 Amina primaria na regido de (3500-2500 cm) (EVORA et al.,
2002). Aminas primdrias livres (SILVERSTEIN et al., 1979).

2922 Grupo funcional CH,, modo vibracional Va. (ROMAO, 2003)

2858 Grupo funcional CH,, modo vibracional Vb. (ROMAO, 2003)

2368 e 2341 CO; residual (BARBOSA, 2007)

1651 C=0 (ROMAO, 2003); Vibragio da ligagio C=C com a vibragio

da ligagdo simples =C-C em compostos aromaticos (BARBOSA,
2007).

1635 Ligagoes (C-O) (FARSANI et al., 2009); Deformacgao axial de C-N
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(ALMEIDA, 2008); Dobramento de aminas primdrias NH,
(STUART, 2004).

1581 NH,, modo vibracional 5§ (ROMAO, 2003)

1544 Estiramento (C=C) (ARJUNAN et al., 2004). Estiramento C-N e
dobramento de aminas secundarias N-H 1560-1530 cm™

(STUART, 2004).

1402 Grupo sulfénico (BARBOSA, 2007); Aminas Livres (WHARFE et
al., 2010).

1265 Vibragdo de C-N (DEVI e GAYARTHRI, 2010); C=0O (DUTRA et
al., 1995); Amino Benzeno (SILVERSTEIN et. al, 1979).

1234 Vibragdes C=0O (EL-KABBANY et al., 2010).

1153 0 C-H, referente ao anel aromatico (CHERDOUD-CHIHANI et

al., 2003) e referente ao grupo sulfonatos (SOs3) (SILVERSTEIN et
al., 1994). Bandas de aminas 1200-1020 cm™ (STUART, 2004).

1078 Caracteristica aromatica do corante (DHANVE et al., 2009) e
vibragao (C-C), (C-O) e (C-N) (ALIPRANDINI, 2010; DEVI et.
al, 2010).

1041 Ligagdo 6 C-H do anel aromatico (ABBAS et al, 2008;

CHERDOUD-CHIHANI et al., 2003). Alongamento de S=0,
1060-1020 (STUART, 2004).

727 NH,, NH ¢ CH, (EVORA et al., 2002; ROMAO, 2003;
SILVERSTEIN et al., 1994). Caracteristica de aminas secundarias
(750-700 cm™) (BARBOSA, 2007).

617 Banda de deformagdo angular fora do plano de N-H para aminas
secundarias (BARBOSA, 2007).
555 H-C-C e C-C-C do esqueleto da molécula do corante

(CHERDOUD-CHIHANI et al., 2003).

A molécula do corante Acid Black 48 apresenta aminas alifaticas primarias e
secundarias. Sendo assim, de acordo com a literatura seria esperado o surgimento de
duas bandas de fraca intensidade na regidio de 3550-3330 cm™ e outra em 3450-3250
cm™. No espectro do corante Acid Black 48, figura 27, a maior banda observada ¢ em

_1 . - r ~ r . . r, .
3437 cm™, o que caracteriza o grupo amina, porém ndo ¢ comum em aminas alifaticas
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primarias a presenca de bandas de grande intensidade. Segundo Barbosa (2007), quando
0 espectro ¢ obtido com a amostra em estado solido, pode ocorrer a formagdo de
ligagdes de hidrogénio, o que pode resultar no alargamento e superposicdo dessas
bandas levando a observagio de apenas uma banda entre 3450-4250 cm™.

Outro grupo bastante importante no corante analisado ¢ o grupo carbonila
(C=0), que apresenta uma ampla faixa de numero de ondas que vai de
aproximadamente 1850 cm™ a 1610 cm™ (BARBOSA, 2007). Para o AB 48 duas

bandas foram observadas em 1651 cm™ e 1635 cm™ ambas referente a ligagio (C-O).

5.7.2.2. Andlise na influéncia do Polietilenoimina e do bagaco de cana de
acucar no espectro do corante

Antes de iniciar a avaliagdo dos testes utilizando S. cerevisiae livre e
imobilizada, avaliaram-se as possiveis bandas que poderdo surgir nos graficos de FT-IR
apds o contato com o PEI e com o bagago de cana de agucar. O objetivo desta andlise
foi determinar novas bandas que ndo estavam presente no espectro do corante e que ndo

sdo resultantes dos possiveis metabdlitos nos testes de degradagdo com a levedura.
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Figura 28: Espectro em FT-IR do corante Acid Black 48 na regiio de 4000 a 400 cm™ apds o
contato por 24h com bagaco de cana de aglcar tratado com polietilenoimina ¢ somente
polietilenoimina. Leitura na forma de pastilhas na propor¢do de 1 mg de amostra (peso seco)
para 149 mg de KBr.

Comparando-se o espectro do controle de Acid Black 48 puro com o corante em
contato com bagago de cana e em contato com o PEI (Figura 28), observa-se apenas o
surgimento ¢ deslocamento de novas bandas no tratamento com PEI, para o espectro do
corante apenas em contato com bagago de cana tratado houve apenas a diminui¢do de
intensidade de algumas bandas. A banda em 3446 cm™ original do controle referente a
aminas primarias teve um aumento significativo no espectro do corante com PEI. Estas
mudangas se devem principalmente interagdo do grupo amino com as moléculas de dgua
presentes na solucdo e da interagdo do polietilenoimina na solugdo em que o corante foi

submetido.

Segundo Silverstein et al. (1994), as aminas secundarias, 50% da molécula de

polietilenoimina, mostram uma unica banda na regido de 3.350 ¢ 3.310 cm™'. Estas duas
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correspondéncias de estrutura confirmam as moléculas presentes no PEI, que ¢ um

polimero de cadeia longa contendo 25% de sua composi¢do com aminas primarias.

A banda referente as ligacdes C=0O (BARBOSA, 2007) em 1651 cm™ teve um
aumento de intensidade. Estas alteracdes se devem principalmente as mudangas que
ocorreram nas ligagdes C=0O presentes nos anéis aromaticos da molécula do corante
com polietilenoimina, uma das alteragdes pode ter sido a interagdo do oxigénio

altamente eletronegativo com a molécula do PEI

Outra banda em 1460 cm™, referente ao espectro do corante em contato com o
PEI, que corresponde a deformagdo angular do (C-H) presente na molécula do corante
ou do polietilenoimina teve um aumento em relagdo ao controle (SILVERSTEIN et al.,

1994).

Quando o corante foi submetido a uma solug¢do de polietilenoimina, observa-se
um aumento das bandas referentes a grupos aminos, principalmente em 3446 cm™.
Porém, apds o contado do corante com o bagaco de cana tratado observamos que em
relag@o ao controle, o espectro para este tratamento ndo apresentou deslocamentos e/ou
alteracdes de bandas, o que indica que ndo ocorrem alteragdes na molécula do corante

apenas com o contato com o bagaco de cana.

5.7.2.3. Analise de degradacdo do corante Acid Black 48 apds o contato com
S. cerevisiae imobilizada e livre por 72 horas.

Ao analisar os espectros do corante em contato com levedura imobilizada e livre
em relacdo ao controle contendo o corante apenas, observou-se que somente ocorreram
alteracdes ap6s 72 horas na regido de 2000 a 400 cm™. Nas demais regides, o espectro

do corante ndo sofreu alteracdes.
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Figura 29: Espetro em FT-IR do corante Acid Black 48 na regido de 2000 & 400 cm™ ap6s 72
horas de contato com S. cerevisiae livre e imobilizada em bagago de cana tratado com PEIL
Leitura na forma de pastilhas na propor¢do de 1 mg de amostra (peso seco) para 149 mg de
KBr.

Na figura 29, ¢ possivel observar um leve aumento de intensidade da banda em
1651 cm™ no espectro do corante em contato com a levedura livre. De acordo com
Romao (2003) a banda em 1651 cm™ ¢ um indicador uma vibragdo de (C=0), o e neste

caso a alteracdo da intensidade desta banda poderia indicar modificagdes nesta ligacao.

O aumento de intensidade da banda em 1402 cm™, para o espectro do
corante apds o contato com S. cerevisiae livre, indica alteragcdes nas ligacdes referentes
ao grupo sulfonico (SO3). Segundo Silverstein et al. (1994) o aumento ou diminui¢ao
desta banda esta diretamente relacionado com a interagdo dos grupos sulfonicos com
cloro. Ja que o pH do meio foi ajustado com HCI, existe a possibilidade de que os
grupos sulfonicos presentes no corante tenham interagido com o Cl” presente no meio.
O aumento desta banda ¢ observado em ambos os espectros provenientes da interagao
de S. cerevisiae com o corante. Porém, segundo Dyer (1969), bandas na regido de 1410-

1310 podem apresentar indicios de presenca de fendis. Como na molécula original do
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corante ocorre a presenca de grupos C=0O no anel aromatico, existe a possibilidade

destas ligacdes terem sido quebradas resultando na formagao de fendis.

Outra banda que houve um leve aumento de intensidade no espectro do corante
em contato com S. cerevisiae livre e imobilizada foi em 1100 cm™, esta que segundo
Fanchiang e Tseng (2009) indica a presenga de grupos aminos. Portanto, na molécula do
AB 48 encontra-se uma amina secunddria ligando duas sequéncias de trés anéis
aromaticos. Sendo assim, o surgimento dessa banda possivelmente seria um indicador

da quebra da liga¢do da amina secundaria formando novas aminas primarias.

A banda representada em 800 cm™ de acordo com Barbosa (2007) também se
refere a presenca de aminas primarias. De acordo com Stuart (2004) a regido de 850-
750 ¢cm™ indica a torcdo do NH;. Na molécula do AB 48 encontra-se uma amina
secunddria que ligando duas sequéncias de trés anéis aromaticos. Sendo assim, o
surgimento dessa banda possivelmente seria outro indicador da formagdo de novas
aminas primarias. Assim como nas bandas em 800 cm™, a banda em 727 cm’ da
molécula original do corante também sofreu um aumento, indicando alteragdes nas
ligacdes de NH,, NH e CH, (EVORA et al., 2002; SILVERSTEIN et al., 1994;
ROMAO, 2003), o que novamente sdo indicadores de possiveis alteracdes nas aminas

presentes no corante.

Segundo Silverstein et al. (1979) a banda em 650 cm™ indica a presenga de
grupos fendlicos, esta que teve um pequeno aumento em relacdo ao espectro do
controle. Portanto assim como a banda em 1402 cm'l, a banda em 650 cm™ também
indica uma possivel alteracdo nas ligagdes C=0O presentes na molécula original do

corante dando origem a compostos fendlicos.
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Bandas que surgiram ou que foram alteradas apos o contato de S. cerevisiae livre e

imobilizada com o corante Acid Black 48 por 72 horas:
1651 em™: indicador uma vibragdo de (C=0) (ROMAO, 2009).

1402 cm™: alteracdes nas ligacdes referentes ao grupo sulfénico (SILVERSTEIN et al.
1994) ou fenois (DYER, 1969).

1100 cm™: grupo amino (FANCHIANG e TSENG, 2009).
800 cm™': aminas primarias (BARBOSA, 2007; STUART, 2004).

727 em™: grupo amino (EVORA et al., 2002; ROMAO, 2003; SILVERSTEIN et al.,
1994).

650 cm™: grupos fendlicos (SILVERSTEIN et al., 1979).

Sendo assim, os espectros dos ensaios de degradacdo do Acid Black 48 apds 72
horas indicam possiveis quebras de ligagdes da molécula inicial do corante tanto para os
ensaios utilizando Saccharomyces cerevisiae livre como imobilizada. A partir de 72
horas ja se pode determinar provaveis alteracdes na molécula do corante indicando

possiveis formagdes de fendis e aminas primdrias.

5.7.2.4. Analise de degradacdo do corante Acid Black 48 apds o contato
com S. cerevisiae imobilizada e livre por 144 horas.

Apos 144 horas, novamente ndo houve alteracdo no espectro de ambos os
ensaios de degradacdo na regido de 4000 a 2000 cm™, porém entre 2000 a 400 cm™
houveram alteragdes significativas nos espectros referentes aos dois ensaios em que o

corante foi submetido (Figura 30).
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Figura 30: Espetro em FT-IR do corante Acid Black 48 na regido de 2000 & 400 cm™ apds 144
horas de contato com S. cerevisiae livre e imobilizada em bagago de cana tratado com PEIL
Leitura na forma de pastilhas na propor¢do de 1 mg de amostra (peso seco) para 149 mg de
KBr.

Nos espectros de infravermelho apos 144h observa-se um aumento ainda mais
intenso da banda em 1402 cm™ no espectro para ambos os tratamentos, porém mais
acentuado para o tratamento com S. cerevisiae livre, o que € um possivel indicador da
presenca de compostos fenolicos (DYER, 1969). Estes resultados ja haviam sido

identificados para o tratamento com levedura livre apds 72 horas.

A andlise dos espectros apos 144 horas permite concluir um possivel aumento da
interagdo das enzimas sintetizadas pela levedura nos processos de degradacdo. Porém a
diferenca de intensidade da banda em 1402 cm™ entre os espectros com S. cerevisiae
possivelmente estd em que a imobiliza¢do da levedura no bagaco de cana de agtcar faz
com que parte das células de levedura esteja ligada ao suporte e, portanto ndo tenha o
contato necessdrio com o corante. As células livres por sua vez, possuem toda a sua

superficie em contato com a solugdo corante.
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Apesar dos ensaios contendo S. cerevisiae apresentarem possiveis evidéncias de
degradagdio através dos espectros apds 144h. As bandas em 727 e 650 cm’
apresentaram apenas um pequeno aumento em relacdo aos espectros apos 72 horas. No
entanto, a banda em 800 cm™, referente & presenca de aminas primarias no composto
(BARBOSA, 2007), teve um aumento significativo de intensidade apenas nos testes
com levedura livre. Este aumento ¢ novamente um provavel indicador do aumento das

enzimas degradativas da S. cerevisiae livre.

Bandas que surgiram ou que foram alteradas apos o contato de S. cerevisiae livre e

imobilizada com o corante Acid Black 48 por 144 horas:

1402 ecm™: alteragdes nas ligagdes referentes ao grupo sulfonico (SILVERSTEIN et al.
1994) ou fendis (DYER, 1969).

800 cm™: aminas primérias (BARBOSA, 2007; STUART, 2004).

727 em™: grupo amino (EVORA et al., 2002; ROMAO, 2003; SILVERSTEIN et al.,
1994).

650 cm™: grupos fendlicos (SILVERSTEIN et al., 1979).
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5.7.2.5. Andlise de degradacido do corante Acid Black 48 apds o contato
com S. cerevisiae imobilizada e livre por 240 horas

S. cerevisiae livre
——— S. cerevisiae Imobilizada

: Controle
- 1402
650
- 727 x
. 800 x
© i
= \
T T T T T T T T T T T T T T T 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
cm”

Figura 31: Espetro em FT-IR do corante Acid Black 48 na regido de 2000 & 400 cm™ apds 240
horas de contato com S. cerevisiae livre e imobilizada em bagago de cana tratado com PEIL.
Leitura na forma de pastilhas na propor¢do de 1 mg de amostra (peso seco) para 149 mg de
KBr.

Apobs 240 horas, assim como nos testes apds 144 horas, é possivel identificar
mudangas significativas na regido de 2000 & 400 cm” em relagdo ao controle para
ambos os ensaios contendo Saccharomyces cerevisiae (Figura 31). Porém em relagdo
aos testes apos 72 e 144h ndo ocorrem grandes diferencas nos espectros de ambos os
tratamentos apds 240 horas. Isto indica que a obten¢do de novos metabdlitos de

moléculas ainda menores deve ocorrer apos um intervalo de tempo maior.
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5.7.2.6. Provavel via de biodegradacio do corante Acid Black 48.

Através dos espectros de FT-IR analisados anteriormente fica evidente que
ocorreram alteracdes na molécula do corante Acid Black 48. Estas altera¢des indicam
possiveis processos de degradacdo das enzimas sintetizadas pela levedura. Sendo assim,
a partir da molécula inicial do corante e as alteragdes observadas no espectro, € possivel

estimar a formagao de novos compostos nos processos degradativos. (Figura 32).

(0] NH,
7 | soaa
NH SO3Na X

(0]

O NH,
(0) (0] NH,
0 NH, Aminas (1130, 800 e 0 NH,
l 727 cm™) l

Carbonila (1651 cm™)
OH OH NH,
? NH, Compostos Fenolicos (f NH,
(655 cm™)

OH OH NH;
OH NH, OH NH,

Figura 32: Possiveis moléculas formadas a partir do corante Acid Black 48 nos processos
degradativos utilizando-se S. cerevisiae.
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6. CONCLUSOES

Os trés tratamentos (dgua destilada, NaOH e polietilenoimina) foram
eficientes para a remocgao de agucar remanescente do bagago de cana. O tratamento com
PEI, por sua vez, se mostrou o mais promissor para a remoc¢do da quantidade de
sacarose remanescente do bagaco assim como na imobilizagdo de Saccharomyces
cerevisiae.

Quando se avalia a quantidade de biomassa de levedura por mg de bagacgo, as
melhores taxas de imobilizacdo celular foram obtidas através 50 ml de uma suspensao
de levedura na concentragdo de 1% em 0,5 g de bagago de cana de acucar. Sendo que
uso de polietilenoimina no tratamento de bagaco de cana foi mais eficiente nas taxas de
imobilizacdo de levedura em relagdo aos tratamentos com NaOH e dgua destilada.

Os processos biossortivos do corante Acid Black 48, para o tratamento com S.
cerevisiae livre e imobilizada, e adsortivos, para o tratamento apenas com o bagago de
cana, foram satisfatorios em todos os valores de pH analisados (2,50, 4,50 e 6,50).
Porém a remocgdo do corante foi mais eficiente no pH 2,50 utilizando-se S. cerevisiae
livre e imobilizada em bagaco de cana tratado com PEIL Quando se avalia a capacidade

adsortiva do corante, o pH 2,50 apresenta-se também como o mais eficiente por uma
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grande diferenca entre os demais pHs avaliados. Os tratamentos que envolvem o uso de
levedura para remocdo do corante apresentam também maior capacidade adsortiva em
relacdo aos demais tratamentos.

Sendo assim, o uso de bagaco de cana para remog¢ao de corantes téxteis ainda
se mostra menos eficiente em relacdo ao uso de células livres de Saccharomyces
cerevisiae, porém a utiliza¢do de células imobilizadas aumenta cerca de 20 a 40% em
relacdo ao simples uso do bagacgo.

A utilizagdo do espectrofotometro UV-Vis e FT-IR se mostrou bastante
eficiente para a andlise dos ensaios degradativos utilizando S. cerevisiae livre e
imobilizada em bagago de cana tratado com PEI no pH 2,50.

As andlises UV-Vis apresentaram valores significativos de absorbancia
relativa indicando a ocorréncia de biodegradagdo em ambos os tratamentos avaliados.
Estes resultados foram comprovados novamente através dos espectros de FT-IR, através
dos quais foram detectadas bandas indicando provéveis alteragdes na molécula do
corante, assim como a possivel formacdo de novas aminas primdrias € compostos
fendlicos. A formacao destes compostos, tdxicos e carcinogénicos, deve ser controlada
nos tratamentos industriais de biodegradagdo do corante Acid Black 48, que requer de
um periodo maior de retengdo para a remocdo completa dos novos metabolitos
formados.

Portanto o uso de Saccharomyces cerevisiae imobilizada em bagago de cana ¢
bastante promissor para a biossor¢do e biodegradacao no tratamento de efluentes téxteis.
Apesar dos melhores resultados de biossor¢cdo e biodegradagdo terem sido
observados utilizando-se Saccharomyces cerevisiae livre, a alta capacidade de remocgao
do corante com cé€lulas imobilizadas em bagago de cana tratado ¢ de interesse industrial,
uma vez que as células livres permanecem em suspensdo por um longo periodo de

tempo, ja as células imobilizadas s@o de facil decantag@o e remogao.
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