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RESUMO

Este trabalho apresenta uma avaliagdo comparativa do potencial biossortivo e
biodegradativo da levedura Saccharomyces cerevisiae na remocdo de corantes
téxteis de efluentes quando imobilizada em alginato de calcio e quando em célula
livre. Para isto foram preparadas solu¢des experimentais dos corantes Acid Blue 40
e Acid Red 151, com concentragbes equivalentes a 100 pg/mL e a estas foram
adicionadas esferas com a levedura imobilizada a partir de uma suspensdo 10% e
gotas de células livres a partir de uma suspensado 2%. Os testes comparativos de
remocao dos corantes foram analisados através de espectrofotdmetros Ultravioleta-
Visivel e Infravermelho com Transformada de Fourier, com o0s quais foi possivel
determinar a porcentagem de remocao dos corantes das solucdes, os valores das
Absorbancias Relativas que revelaram se o processo predominante na descoloragao
foi o da biossorcédo e/ou biodegradacéo, a quantidade de biomassa em miligramas
(peso seco) necessaria para fazer a remocao total da cor e também determinar as
alteracdes moleculares ocorridas nas estruturas dos corantes ap0s os tratamentos.
Os resultados mostraram que a maior porcentagem de descoloracdo alcancada para
o Acid Blue 40 foi de 61,7% apés 360 horas de tratamento com 20 esferas com a
levedura imobilizada e para o Acid Red 151 foi de 81,9% apds 216 horas de
tratamento também com 20 esferas com o microrganismo imobilizado. Através dos
valores das Absorbancias Relativas foi possivel verificar que 0 processo
predominante na remocéo da cor do Acid Blue 40 com 72 horas de tratamento com
10 e 20 esferas com Saccharomyces cerevisiae imobilizada foi o da biossorcao
seguido da biodegradacdo e para o Acid Red 151 com esse mesmo tempo de
tratamento e com a mesma quantidade de biomassa imobilizada foi o da
biodegradacado. A quantidade de biomassa imobilizada e livre para fazer a remocao
total do Acid Blue 40 da solucdo foi de 87 e 38 mg/mL, respectivamente, e para
remover totalmente o Acid Red 151, a quantidade necessaria de biomassa
imobilizada e livre foi de 64 e 2 mg/mL, respectivamente, 0 que mostra que a
levedura teve maior afinidade pelo corante azodico, o Acid Red 151, fazendo a sua
remocao com mais eficiéncia. Para os dois corantes foram observadas modificacbes
em sua estrutura molecular através dos espectros de Infravermelho com
Transformada de Fourier, nos quais foi possivel verificar bandas bem definidas
referentes a diferentes grupos organicos toxicos. A técnica de imobilizacdo da
Saccharomyces cerevisiae se mostrou promissora para uso em grande escala no
tratamento de efluentes téxteis.

Palavras-chave: Corantes téxteis. Imobilizac&o celular. Biossor¢ao. Biodegradagao.
Saccharomyces cerevisiae. Alginato de célcio.



ABSTRACT

This paper presents a comparative assessment of the biodegradative and
biosorptive potential of the yeast Saccharomyces cerevisiae in textile dyes removal of
effluents when in immobilized alginate and in free cells. Therefore, experimental
solutions were prepared with concentrations of the dye Acid Blue 40 and Acid Red
151 equivalent to 100 mg/mL and those were added with beads containing the
immobilized yeast from a 10% suspension and drops of free cells from a 2 %
suspension. Comparative tests of dye removal were analyzed by UV-Visible
spectrometers and Infrared Fourier Transform on which it was possible to determine
the percentage of dye removal from the solutions, the values of Relatives
Absorbances that the discoloration have been proved to predominant by biosorption
and / or biodegradation, the amount of biomass in milligrams (dry weight) required for
a complete color removal and also to determine the molecular changes occurring in
the dye structures after the treatment. The results showed that the highest
decolorization percentage achieved for Acid Blue 40 was 61.7% after 360 hours of
treatment with 20 immobilized yeast beads and for the Acid Red 151 it was 81.9%
after 216 hours of treatment with 20 beads also with immobilized microorganism.
Through the values of Relatives Absorbances it was concluded that the predominant
process in dye removal of Acid Blue 40 in 72 hours of treatment with 10 and 20
beads containing imobilized Saccharomyces cerevisiae was the biosorption followed
by biodegradation and in Acid Red 151 with the same treatment time and the same
amount of immobilized biomass it was the biodegradation. The amount of
immobilized and free biomass to obtain total removal of Acid Blue 40 solution was 87
and 38 mg/mL, respectively, and to completely remove the Acid Red 151, the
required amount of free and immobilized biomass was 64 and 2 mg/mL, respectively,
which shows that the yeast has a greater affinity for the azo dye, which is the Acid
Red 151, making the dye removal more efficiently. For these two dyes, changes on
its molecular structures were observed by means of Infrared Fourier Transform
spectra, where it is possible to verify bands with more evidence for different toxic
organic groups. The technique of immobilization of Saccharomyces cerevisiae has
been proved to be promising in large-scale treatment of textile effluents.

Key-words: textile  dyes. immobilization. biosorption. biodegradation.
Saccharomyces cerevisiae. calcium alginate.
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1. INTRODUCAO

O problema da poluicdo ambiental tem carater mundial e teve origem na
revolucdo industrial, intensificando-se com a explosdao populacional humana. Em
muitas regides brasileiras que abrigam polos industriais e densa populacdo, o meio
ambiente vem sofrendo uma degradacéo efetiva causada pelos esgotos domésticos
e industriais, principalmente o ecossistema aquatico (BALAN, 1999).

Do ponto de vista ambiental, a industria téxtil apresenta grande potencial de
poluicdo, dado o elevado consumo de corantes durante a etapa de tingimento e o
consumo de aditivos durante as etapas de pré-tingimento e armazenagem. Estas
indUstrias sdo responsaveis pela geracdo de efluentes com elevados niveis de
coloracdo, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e solidos suspensos. Dentre
estes, 0 problema da coloragdo tem atraido a atencdo de pesquisadores,
ambientalistas e governos.

A industria téxtil contribui significativamente para a poluicdo dos rios em algumas
regides do Brasil ao transformar fibras naturais e sintéticas em tecidos e outros
produtos (CAMMAROTA; COELHO, 2001). O problema se agrava devido a baixa
biodegradabilidade dos corantes nos sistemas convencionais de tratamento. Dentre
0S mais comuns encontram-se 0s corantes reativos do tipo azo, 0os quais podem
sofrer biotransformacéo natural gerando subprodutos toxicos.

Atualmente, a remog&o de corantes de maneira econdmica e eficiente tornou-se
um estimulo a producado de pesquisas cientificas que proponham solucdes praticas e
de aplicacdo viavel por parte das industrias. InUmeras técnicas tém sido testadas

com resultados promissores, tais como a utilizacao de eletrolise e do carvao ativado,
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todavia a implementacdo em larga escala ainda é restrita em funcdo do aspecto
econdmico.

O objetivo deste trabalho consiste na avaliacdo do potencial biossortivo e
biodegradativo das células de Saccharomyces cerevisiae livres e imobilizadas em
alginato de calcio, na remocdo de corantes téxteis azoico (Acid Red 151) e nédo
azoico (Acid Blue 40), através de andlises em espectrofotbmetros de absorcao
Ultravioleta Visivel (UV-Vis) e Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

das solucdes experimentais em diferentes intervalos de tempo de tratamento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Poluicao Causada por Efluentes de Industrias Téxteis

Os problemas ambientais relacionados com a industria téxtil sdo numerosos e
bem documentados. Além dos problemas associados ao elevado volume de
residuos e a sua elevada carga organica, surgem o0s inconvenientes relacionados
com a liberacdo de corantes ndo fixados e né&o-degradados nos processos
convencionais de tratamento. A presenca desses corantes representa elevado
potencial de impacto ambiental, ndo apenas em funcdo da toxicidade associada,
mas também em relacdo a interferéncia em processos fotossintéticos (PERALTA-
ZAMORA et al., 2002). A cor € um dos indicadores mais Obvios da poluicdo e a alta
descarga de corantes sintéticos pode ser extensivamente prejudicial aos mananciais
(NAWAR; DOMA, 1989; NINGAM et al., 1996).

A contaminacdo por corantes pode levar a uma variedade de problemas
ambientais. A agua colorida pode afetar a vida das plantas, ou mesmo um
ecossistema inteiro pode ser destruido por contaminagdo da agua com 0s corantes
(WANG et al., 2005).

As industrias téxteis se destacam por gerarem alta quantidade de efluentes
coloridos por corantes sintéticos. O descarte destes efluentes nédo tratados de
maneira eficiente, pode ocasionar danos biotoxicos e introduzir o perigo potencial de
bioacumulacdo em decorréncia da presenca de produtos e subprodutos téxicos e
carcino-mutagénicos tanto para 0s seres vivos aquaticos quanto para o homem
(CORSO et al., 1997).



Devido a baixa biodegradabilidade dos corantes, os tratamentos bioldgicos
convencionais mostram-se ineficazes. Usualmente, esses efluentes s&o tratados
com métodos fisicos e quimicos, que sao tecnologias eficazes na remocéo total da
cor, mas que acabam gerando subprodutos dificeis de serem eliminados, além de
serem tecnologias extremamente dispendiosas para as indastrias (BANAT et
al.,1996; FU; VIRARAGHAVAN, 2001).

2.2 Corantes Téxteis

Os corantes organicos naturais, constituidos de compostos aromaticos, extraidos
de plantas, insetos, fungos e liquens, no passado foram extensivamente explorados,
até que em 1856, o quimico inglés W. H. Perkin sintetizou acidentalmente uma
substancia com oOtimas caracteristicas colorificas, a anilina “purple”. Apds a sintese
da anilina e a descoberta da estrutura molecular do benzeno, realizada por Kekulé,
comecaram a surgir pesquisas incessantes na busca da sintese de novos corantes.
Assim, ja nas primeiras décadas do seculo XX a producédo de corantes sintéticos
passou a substituir progressivamente a de corantes naturais (WELHAM, 2000).

Os corantes estao divididos em anidnicos (diretos, acidos e reativos); catidnicos
(corantes basicos) e nédo-ibnicos (dispersos). A classe de corantes, com maior
namero de representantes listados no Colour Index (60 a 70%), € a dos azdicos, e
sua participacao entre reativos, acidos e diretos é ainda maior. Pode-se assim supor
que, os azdbicos constituem a maior parte dos efluentes de industrias téxteis. Os
corantes do tipo azo séo resistentes ao ataque microbiano dentro das condi¢des
normalmente encontradas nas estacdes de tratamento (MICHAELS; LEWIS, 1985;
PAGGA; BROWN, 1986; SHAUL et al., 1991), além disso seu elevado teor de carga
organica e sais inorganicos dificulta a biodegradacao (BALAN et al., 2001). Possiveis
efeitos genotdxicos dos corantes téxteis azdicos sao discutidos frequentemente, que
por conterem o grupo azo (-N=N-), com a sua quebra podem formar aminas
cancerigenas e genotoxicas (ex. Acid Red 85). O uso destes corantes tem sido
reduzido drasticamente na Europa devido as regulamenta¢des nacionais, mas ainda
€ um problema nos paises de outros continentes (SCHNEIDER; HAFNER; JAGER,
2004).

Os corantes acidos sao anionicos portadores de um a trés grupos sulfénicos (-

SO3H), que lhes conferem afinidade com as fibras protéicas e poliamidicas, soluveis



em &gua, sdo produzidos na forma de sais sédicos e a sua utilizagdo requer um
meio &cido. A sua constituicdo quimica € baseada em compostos azoico,
antraquinona, triarilmetano, azina, xanteno, ketonimina, nitro e nitroso, que fornecem
uma ampla faixa de coloracédo e grau de fixacdo (GUARANTINI; ZANONI, 2000).

Corso e Almeida (2009) utilizaram Aspergillus oryzae como agente da
biorremediacédo de corantes de efluentes téxteis e verificaram que era possivel uma
diminuicdo sensivel de toxicidade a Daphnia similis, de varios corantes, ap0s o
tratamento com biomassa “pelletizada” ou biomassa na forma paramorfogénica,
deste fungo.

Vitor e Corso (2008) com o objetivo de avaliar a biodegradacéo e descoloracéo do
corante azolico Direct Violet 51 por Candida albicans e estudar os metabdlitos
formados apoOs a sua degradacéo, realizaram andlises espectrofotométricas UV-Vis
e FTIR das solucbes experimentais do corante preparadas em diferentes valores de
pH, onde foi possivel observar mudancas significativas na estrutura molecular do
corante através das novas bandas que surgiram nos espectros de FTIR das
solugdes quando comparados com o0 espectro da solugdo controle. Os autores
concluiram que a levedura possui potencial enzimatico capaz de modificar a

estrutura quimica do corante téxtil estudado.

2.3 Sistemas de Tratamento de Efluentes

Para tratar efluentes industriais varias etapas s&o necessarias, incluindo
floculacéo fisico-quimica combinada com flotag&o, eletrofloculagéo, floculagdo com
Fe(ll)/Ca(OH),, filtracdo por membrana, coagulacdo eletrocinética, destruicao
eletroquimica, troca ibnica, irradiacéo, precipitacdo e o método que envolve o uso de
carvdo ativado (Katox) (BANAT et al.,1996). A escolha, segundo os autores,
dependera do tipo de efluente, porém, nenhuma delas é totalmente eficiente no caso
dos corantes.

Uma das técnicas de remediacédo esta no uso da capacidade adsortiva de certas
substancias e de diferentes tipos de biomassa. A adsor¢do, por materiais como o
carvao ativado, foi observada como eficaz na remog¢éo de alguns tipos de corante,
porém seu custo impossibilita a aplicacdo em larga escala. Muitas pesquisas foram
feitas para encontrar substituintes de baixo-custo como a turfa, cinzas, silica,

serragem e outros tipos de biomassa com alguma afinidade quimica pelos corantes



(EL-GEUNDI, 1991; RAMAKRISHNA; VIRARAGHAVAN, 1997). Entretanto, esses
adsorventes tém capacidade reduzida quando comparados ao carvdo ativado e
grandes quantidades seriam necessarias para o tratamento, o que novamente limita
seu uso.

Em geral, na industria téxtil os processos de tratamento estdo fundamentados na
operacdo de sistemas fisico-quimicos de precipitacdo-coagulacdo, seguidos de
tratamento biologico via sistema de lodos ativados. O sistema apresenta eficiéncia
relativamente alta, permitindo a remocao de aproximadamente 80% da carga de
corantes. Infelizmente, o problema relacionado com o acumulo de lodo torna - se
critico, uma vez que o teor de corantes adsorvido é bastante elevado, impedindo
qualquer possibilidade de reaproveitamento (KUNZ et al., 2002).

No caso dos tratamentos biologicos, procura-se imitar o metabolismo de
estabilizacdo dos seres vivos existentes nos rios e lagoas, que transformam a carga
organica dissolvida em material celular. O que acontece com 0S rios € gue 0 excesso
de matéria organica tende a eliminar os seres aerobios. As estacdes de tratamento
tentam evitar que isso ocorra, removendo a carga de nutrientes com diferentes
técnicas (VITOR, 2005).

Segundo Guarantini e Zanoni (2000) o tratamento eficiente das aguas de rejeito
da industria téxtil requer programas de investimento a longo prazo e alto custo. A
implantacdo destes sistemas necessita de trabalho substancial de engenharia civil
com plantas de grandes areas de construcidio e altos investimentos. E importante
salientar que a adequacdo de qualquer um dos métodos de tratamento escolhido
para degradagcdo do corante serd muito mais efetivo, mais facil e mais barato, se
realizado na estacdo de tratamento da industria, isto é, antes de atingir os
mananciais. O aumento da diluicAo destes compostos na presenca de outras
descargas de origem industrial e doméstica em sistemas de esgoto comum exigiriam
procedimentos muito mais drasticos, sensiveis e caros para identificacdo e remocao

especifica destes corantes.

2.4 Mecanismos de Remocéao do Poluente

2.4.1 Biossorgao



Para as células vivas, ha dois mecanismos através dos quais 0s microrganismos
podem retirar a cor do efluente: a biodegradacao e a biossorgao. A primeira realiza-
se por meio da utilizacdo de enzimas que atacam e desfazem as ligacdes quimicas
mais importantes dos corantes (para que o corante possa ser utilizado como fonte
alternativa de carbono); ja a segunda ocorre pela retengdo das moléculas do corante
na parede celular do microrganismo (MOU et al., 1991). Para as células mortas, o
mecanismo também € o da biossor¢cdo, envolvendo interagdes fisico-quimicas tais
como adsorcéo, a deposicao e troca i6nica (FU; VIRARAGHAVAN, 2001). Assim, o
termo biossorcdo é utilizado para explicar os fendmenos de remocéo de moléculas
consideradas toxicas de solu¢des aquosas, por adsorcdo a parede celular dos
microrganismos ou pela absorcao intracelular destas substancias e que venham a
ter afinidade com organelas ou estruturas existentes dentro da célula (CORSO,
1998).

As leveduras tém sido utilizadas para 0s processos biossortivos por apresentarem
caracteristicas desejaveis, tais como altas resisténcias mecanicas e osmoticas
(TRINDADE, 1986).

AKSU (2001) investigou a biossor¢éo de corantes reativos (Reactive Blue 2—RB2
and Reactive Yellow 2—RY2) com uma suspensao de lodo ativado seco. A
capacidade de adsorcdo do corante no biossorvente foi mostrada em funcéo do pH
inicial, concentracdo de corante inicial e tipo de corante. Os dados de equilibrio
ajustaram-se bem para ambos os modelos de adsor¢cdo de Langmuir e Freundlich.
Os resultados mostraram que a biossorcdo obedeceu a cinética de adsorcdo de
segunda - ordem e que o lodo ativado tem alta capacidade de biossor¢céo para
ambos os corantes

Além de fungos, outro grupo de microrganismo ja foi utilizado no processo
biossortivo. Vecchio et al. (1998) testaram a biossor¢cdo de metais pesados por
células bacterianas.

A fim de descobrir se apenas ha a ligacdo externa da membrana com o corante
ou se ha a sua internalizacdo, Brahimi-Horn et al. (1992) estudaram a
compartimentalizagdo das células e observaram as células intactas e ndo-intactas,
concluindo que depois de 24 horas a biossor¢do era maior no caso das células com
membrana intacta. Isso sugere que a integridade da célula € importante para manter

sua capacidade de reter o corante.



Zhang et al. (2003) com o objetivo de testar a biossor¢cdo dos corantes reativos
Reactive Blue 19, Reactive Red 241 e Reactive Yellow 141 por “pellets” de
Penicillium oxalicum, prepararam solu¢cdes dos corantes e a estas adicionaram o
fungo na forma paramorfogénica ou “pelletizada”. Realizaram analises
espectrofotométricas das solugBes experimentais e, para avaliar isotermas de
adsorcao, utilizaram o modelo de Langmuir. Os trés corantes foram rapidamente
adsorvidos pelos “pellets” do micélio fangico, sendo que a adsorcdo do Reactive
Blue 19 foi até 60% em 10 minutos e 91% em 80 minutos. A adsor¢cdo maxima foi
obtida em pH 2. O aumento da temperatura favoreceu a adsor¢ao do corante RB 19
e RR 241, porém, a temperatura ideal para o RY 141 foi 20°C. Os autores
concluiram que o micélio do Penicillum oxalicum é promissor para 0 uso em
tratamento de aguas residuais com corantes e que o alto desempenho dos “pellets”
nao so torna mais facil separar os corantes da agua, como também torna viavel a
separacao dos dois processos de producéo de biomassa e biossor¢ao do corante.

Ambrosio e Campos-Takaki (2004) com o objetivo de fazer a descoloracdo de
corantes azoéicos com diferentes estruturas moleculares por Cunninghamella elegans
UCP 542 sob condi¢des co-metabdlicas, adicionaram o micélio em solu¢cdes com os
corantes Laranja, ou Preto Reativo ou Vermelho Reativo, ou uma mistura de todos
esses corantes por 72h, na presenca ou auséncia de sacarose e/ou peptona. Foram
feitas analises em espectrofotdmetro ultravioleta das solu¢cdes antes e depois da
descoloracdo e observaram a ocorréncia tanto de biodegradacdo como de
biossorcdo. O perfil de descoloracdo foi altamente dependente do tempo de
incubagéo, da estrutura molecular do corante e da presenga ou auséncia de co-
substratos.

Zeroual et al. (2006) com o objetivo de comparar caracteristicas biossortivas de
certos fungos com o corante azul de bromofenol em solugbes aquosas, em
diferentes intervalos de tempo fizeram analises espectrofotométricas e também
avaliaram os diferentes aspectos da biossorcdo por isotermas de Langmuir e
Freundlich. Concluiram que a taxa de biossorcao € dependente do pH da solucéo,
sendo que todas as cepas fungicas estudadas obtiveram melhor desempenho de
biossorcédo em pH 2.0, e que o0 modelo de Langmuir pareceu mais adequado para

descrever a biossorcao do corante que o modelo de Freundlich.



Comparando células vivas e autoclavadas de Phanerochaete chrysosporium para
tratar o corante “Congo Red”, Tatarko e Bumpus (1998) observaram que a remoc¢ao
deste corante foi de 90% no caso das células vivas e de 70% para as autoclavadas.

Polman e Breckenridge (1996) através de estudos com outras 28 espécies de
microrganismos inferiram que a alta capacidade de adsorcdo das células
autoclavadas pode estar relacionada com o aumento da superficie celular, o que
ocorre depois da ruptura da membrana. Ha casos em que o0 oposto acontece, o que
pode estar relacionado com as caracteristicas quimicas do corante e suas afinidades
com a membrana do microrganismo utilizado. Segundo Kapoor e Viraraghavan
(1995), as vantagens da biomassa morta é que ela ndo precisa de um meio de
cultura com caracteristicas especificas, pode ser armazenada e utilizada

posteriormente, podendo ser obtida de restos de tanques de fermentacéao.

2.4.2 Biodegradacéao

As enzimas sdo imprescindiveis no processo de biodegradacéo, que sO ocorre
devido a especificidade genbmica de cada bactéria apta a reconhecer um
determinado tipo de substrato organico. Portanto, segundo Koncan e Somen (1999)
o conhecimento do mecanismo da sintese enzimatica € extremamente importante,
pois € o elemento chave na busca de respostas para uma degradag¢do mais rapida
objetivando a diminuicdo do impacto ambiental causado por efluentes toxicos.

Glenn e Gold (1983) descreveram a descoloracdo de trés corantes poliméricos
por Phanerochaete chrysosporium e determinaram que o uso desses corantes
ativavam o sistema de degradacéo da lignina (LDS).

Jesus (2005) descreveu a utilizagdo do fungo Neurospora crassa 74A para avaliar
a remocao por biossorcdo e biodegradacao (através de analises de FTIR) de doze
corantes, entre &cidos, diretos, reativos e xantenos. Os resultados demonstraram
gue o processo inicial de remocéo deu-se por biossor¢éo, na qual a parede celular
do fungo funcionou como um filtro que atraiu as moléculas de corante do meio. A
atracdo se fez com maior intensidade em valores de pH mais baixos.

Parikh e Madamwar (2005) com o objetivo de avaliar a descoloracao de corantes
téxteis por cianobactérias, prepararam solugbes de corantes com 0s

microrganismos, sendo que das 14 culturas estudadas, apenas 5 mostraram
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eficiéncia na remogéo da cor de 70-90% ap0ds 26 dias de incubacéo. Foi utilizado
espectrofotometro Ultravioleta - Visivel para determinar a concentracdo do corante
residual e a porcentagem de descoloracéo foi calculada a partir dos valores obtidos
das absorbancias. Assim, concluiram que as cianobactérias possuem capacidade
para descolorir e degradar corantes com estruturas diferentes.

Nasreen, Bajwa e Kusar (2007) testaram a capacidade de 4 fungos de podridao
branca de descolorir corantes de efluentes téxteis. Para isso os fungos foram
inoculados em meio contendo corantes azodicos e glicose como fonte de carbono. A
mudanca de intensidade da cor foi monitorada em espectrofotdbmetro ultravioleta em
intervalos de 3, 5 e 7 dias. Todas as 4 espécies diferentes de fungos de podridao
branca apresentaram capacidade para remover o corante azoico Acido Verde 20 das
solucdes aquosas nos 3 primeiros dias. A remo¢ao maxima durante o periodo de 7
dias foi de 98% pelo fungo Coriolus versicolor, mostrando que esse fungo tem
grande potencial para ser aplicado em estacdes de tratamento de efluente téxtil,
porém antes seria necessario mais estudos para otimizar as condi¢cdes de cultura,
como concentracdo do indculo, pH do meio de cultura e temperatura de incubacéo
na presencga dos corantes a serem descoloridos.

Para avaliar a descoloracdo de um corante de efluente industrial por Aspergillus
fumigatus XC6, Jin et al. (2007) estudaram o efeito do pH em diferentes valores e 0
efeito da adicdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Foram obtidas as
absorbéancias de cada solucéo através de andlises espectrofotométricas e pode-se
observar que h& necessidade de maior tempo para que ocorra a completa
descoloracdo do efluente suplementado com ambas as fontes de carbono e
nitrogénio do que do efluente suplementado com apenas fonte de carbono ou
nitrogénio. Os resultados revelaram ainda que a melhor taxa de descoloracdo
ocorreu em pH 3,0. Os autores concluiram que essa linhagem de microrganismo é
excelente para a descoloracdo de corantes téxteis reativos presentes em efluentes
industriais e que pode ser utilizado como alternativa pratica para o tratamento de
aguas residuais com cor.

Yesiladal et al. (2006) com o objetivo de avaliar o potencial de descoloracéo de
corantes téxteis azoicos pelo fungo Trichophyton rubrum LSK-27, prepararam
solugcbes com os corantes Remazol Tiefschwarz, Remazol Blue RR e Supranol
Turquoise GGL e através dos valores das absorbancias p6de-se observar que em 2

dias o fungo foi capaz de descolorir 83% do Remazol Tiefschwarz, 86% do Remazol
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Blue RR e 80% do Supranol Turquoise GGL, pelos mecanismos de biossorcao e
biodegradacao. Concluiram que Trichophyton rubrum LSK-27 pode ser um candidato
em potencial para o tratamento de efluentes téxteis sob condi¢cdes aerdbias que leva
a degradacao dos compostos de corantes.

Daneshvar et al. (2007) estudaram o potencial da Cosmarium sp pertencente a
algas verdes, como um biomaterial para tratamento biolégico do corante
trifenilmetano, Malachite Green (MG). Neste estudo foram avaliados temperatura,
pH, concentracdo do corante e concentracdo de algas na descoloracdo. Concluiram
que a Cosmarium sp possui habilidade para descolorir o MG e que diferentes
espécies de algas possuem alta eficiéncia e estabilidade na descoloracdo. A
descoloracdo € dependente da concentracdo do corante, da concentracdo da alga,
do pH e da temperatura. Durante o intervalo de 5-45°C a taxa de descoloracéo
aumentou com o aumento da temperatura e o valor de pH 9.0 foi o melhor para o

processo de descoloragao.

2.5 Imobilizacao Celular

A imobilizagdo de microrganismos vivos tem sido descrita como um instrumento
usual para o tratamento biolégico de agua poluida (CHIBATA; TOSA, 1981; HYDE et
al., 1991).

A encapsulacdo de microrganismos € uma técnica que oferece algumas
vantagens nas aplicacdes da biorremediacédo. A encapsulacao, ou mais apropriado,
imobilizacdo em particulas, € um processo pelo qual células séo retidas dentro de
esferas poliméricas semi-permeéaveis, sendo as ceélulas uniformemente distribuidas
dentro delas. O processo consiste da mistura das células com uma solucéo
prepolimérica, aplicando uma forca que separa a mistura célula/polimero em
particulas geralmente esféricas, e seguido de solidificagdo do material. Os polimeros
que sdao comumente usados incluem o alginato, goma gelana, carragenana,
agarose, poliuretano, poliacrilamida e metacrilato. Dependendo do polimero e da
técnica de formacdo usada, as particulas podem variar de tamanho, de muito
pequenas (aproximadamente 2 a 10 pm de diametro) a muito grandes
(aproximadamente 3 mm). O tipo de polimero e o tamanho da particula influenciam
na atividade celular, retencdo, difusdo de nutrientes e estabilidade da particula
(KNAEBEL et al., 1997).
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O uso de células encapsuladas para aplicagdo no meio ambiente tem muitas
vantagens em relacdo as formulagdes feitas com células livres, incluindo a protegcéo
do estresse bidtico como a predacéo por protozoarios e bacteridfagos, protecédo do
estresse abiotico como o efeito inibitério dos compostos toxicos. Além disso, garante
a sobrevivéncia e promove a atividade fisiolégica, aumenta a densidade celular e o
crescimento celular preferencial em varias zonas aerébias e anaerdbias do gel
encapsulado (PASSOS, 2006).

O alginato € um dos suportes mais utilizados para a imobilizacdo de células
microbianas inteiras por ser uma metodologia razoavelmente simples, além de ser
uma técnica reprodutivel que utiliza condigcbes suaves durante o processo de
imobilizacdo. Os alginatos sao heteropolimeros (Figura 1) lineares de &acidos
carboxilicos compostos de subunidades monoméricas def3 -D-acido manurénico (M)
e a-L-4cido gulurénico (G) interligados por ligagbes 1,4-glicosidicas (KAWAGUTI,
SATO, 2008).

Figura 1: Composicdo de alginatos: (a) cadeia de residuos de acidos manurdnicos; (b)
cadeia de residuos de &cidos gulurénicos; (c) cadeia de residuos de acidos manurdnicos e
acidos gulurénicos alternados.

Fonte adaptada: Kawaguti e Sato (2008, p. 138).
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Preetha e Viruthagiri (2005) estudaram a biossor¢cdo de ions zinco (ll) por
Rhizopus arrhizus em solu¢cdes aquosas. Com esta finalidade, imobilizaram a
biomassa de fungos em alginato de calcio e avaliaram os diferentes aspectos da
biossorcdo por isotermas de Langmuir, Freundlich, Redlich-Peterson e BET.
Concluiram que a biossor¢cdo aumenta a medida que aumenta-se a biomassa.

Com o objetivo de investigar dois principais mecanismos para a descoloragéao de
corantes pelo cultivo de fungos, em fase solida ou em uma fase liquida, e confirmar
a possibilidade de aplicacéo pratica de repetidos grupos de cultivo, Park et al. (2007)
estudaram a descoloracdo de seis corantes comerciais com dez cepas fungicas.
Fizeram controle da atividade enzimatica, das tendéncias e dos mecanismos de
descoloracdo. Observaram que os mecanismos de descoloragcédo por Funalia trogii
ATCC 200800 envolvem uma complexa associacdo de atividade enzimatica e
biossor¢do. Os resultados confirmaram a possivel descoloracdo de uma elevada
concentracdo de corantes comerciais, concluindo que tais métodos podem ter um
potencial favoravel de aplicacdo na descoloracdo de corantes e no tratamento de
efluentes téxteis.

Com o interesse de alcancar uma descoloracédo efetiva com Funalia troggi, Park
et al. (2006) estudaram a imobilizacdo fungica em repetidos grupos experimentais.
Durante a descoloragdo do Acid Black 52, sob condicbes de micélio fungico
imobilizado e suspenso, relataram as atividades de trés enzimas, lacase, lignina
peroxidase (LIP) e manganés peroxidase (MnP). Obtiveram como resultado, que a
taxa de descoloragdo por imobilizagdo fangica foi maior que aquela por cultivo
suspenso e que a descoloragdo pode ser mantida estavel com repetidos grupos
experimentais durante um longo periodo (pelo menos por 300h). Concluiram que a
enzima do Funalia troggi € eficiente na descoloracdo do Acid Black 52 e foi
observado que a taxa de descoloracdo aumentou quando a carga fungica foi
imobilizada em alginato de célcio.

Chen e Lin (2007) imobilizaram Pseudomonas luteola em esferas de alginato-
silicato sol-gel, com o objetivo de descolorir o corante azbico Reactive Red 22, e
estudaram as influéncias da carga da biomassa, as condi¢ées de funcionamento, a
taxa de descoloragdo especifica e a eficiéncia na remog¢do do corante. Como
resultados, obtiveram apods 0s ensaios, a taxa de descoloracdo com as células livres,

que foi aproximadamente 54% e a taxa de descoloragdo com as células
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imobilizadas, que foi apenas 18%, comprovando a maior eficiéncia das células livres
em relacdo a descoloracgao.

Com o objetivo de comparar a eficiéncia da degradacdo de fenol utilizando
Aspergillus sp. LEBM2 de forma livre e encapsulada em alginato de calcio, Passos
(2006) verificou 0 aumento na velocidade de degradacgéao de fenol ao utilizar o fungo
na forma encapsulada, em relacdo as células livres. ApGs ter observado aumento na
velocidade de degradacado entre 11,6% e 49,2%, concluiu que o efeito protetor da
matriz do gel € mais favoravel para a biodegradacéo, devido a reducdo do estresse
abidtico e que a técnica de encapsulacéo utilizando o fungo filamentoso Aspergillus
sp. LEBM2 é uma técnica promissora para a aplicacdo em processos de
bioaumentacéao.

Souza et al. (2006) com a finalidade de degradar corantes de efluentes téxteis,
realizaram os processos Fenton e foto-Fenton, utilizando Ferro imobilizado em
alginato. Chegaram a conclusédo de que o processo Fenton nao é eficiente para a
degradacao do substrato padréo, sendo observada reducédo de apenas 20% da area
espectral. Por outro lado, o processo Foto-Fenton, utilizando Ferro imobilizado,
apresentou reducdo praticamente completa. E que esse processo € uma alternativa
promissora para tratamento de efluentes industriais, principalmente com relacéo a
possibilidade de reutilizagdo da matriz.

Com o objetivo de descolorir um meio contendo corante azoico toxico, Methyl
Red (MR), Moutaouakkil et al. (2004) imobilizaram células de Enterobacter
agglomerans em alginato de calcio, poliacrilamida e vermiculita. Como resultado,
obtiveram a mais alta taxa especifica de descoloracdo quando Enterobacter.
agglomerans foi imobilizada em esferas de alginato de calcio. As células
imobilizadas em alginato de célcio fizeram a descoloracdo continua do Methyl Red
mesmo apos sete experimentos repetidos, sem perda significativa da atividade,
enquanto as células imobilizadas em poliacrilamida e vermiculita mantiveram apenas
62 e 13% da sua atividade original, respectivamente. Concluiram que a alta taxa de
descoloracéo especifica obtida e a simplicidade do método de imobilizac&o, significa
que o alginato pode ser uma matriz de imobilizagdo adequada para ser usada em
cargas bacterianas, na intencdo de remover corantes azéicos de aguas residuarias
em escala industrial.

Guo et al. (2007) com objetivo de fazer a descoloracdo de corantes azoicos,

avaliaram o efeito do uso da antraguinona como mediador redox (acelera a



15

transferéncia de elétrons podendo ser o principal mecanismo de redugdo dos
corantes azoicos) nos processos de biodescoloragdo e com esta finalidade, usaram
nas solucbes experimentais bactérias tolerantes ao sal, antraquinona imobilizada
(em alginato de calcio, alcool polivinil, HsBO3 e Agar) e altas concentracdes de sal. A
reutilizacdo das esferas com antraguinona imobilizada foi avaliada em repetidos
experimentos de descoloracdo e apos 4 repeticdes experimentais, a taxa de
descoloracdo com a antraquinona imobilizada em alginato de calcio, reteve mais de
90% do seu valor original. Os autores concluiram que a imobilizacdo da
antraquinona pode acelerar os processos de biodescoloracdo dos corantes azoicos
estudados, e esta técnica seria uma grande melhoria no conceito de aplicacdo de
mediadores redox e biotratamento e as esferas da antraquinona imobilizada podem
ser reutilizadas.

Jamai et al. (2001) com o objetivo de comparar a producdo de etanol por células
livres e imobilizadas de Candida tropicalis e Saccharomyces cerevisiae, avaliaram
para as duas espécies a taxa de respiracdo aerObia, taxa de crescimento,
imobilizacdo e tolerancia ao etanol durante a fermentacdo da glicose. Concluiram
que a concentracdo de etanol no fim do ciclo da fermentac&o € similar para células
livres e imobilizadas de Candida tropicalis, mas o tempo requerido para alcancar
esses valores € maior para células imobilizadas, enquanto que Saccharomyces
cerevisiae livres e imobilizadas alcancaram a fermentagcédo completa no mesmo valor
de tempo. As Candida tropicalis imobilizadas requeriram 2-3 h a mais que as células
livres de Candida tropicalis para o processo completo da fermentacéo.

Milagre et al. (2005) com o objetivo de fazer a reducdo de forma assimétrica do
etil benzoilformato (EBF) para etil (R) — mandelate ((R)-EM) utilizaram um reator de
processo continuo com Saccharomyces cerevisiae imobilizada em fibras de alginato
de célcio com duplas camadas de gel. A otimizacdo da concentracdo do EBF e fluxo
alimentar foram 1.1 mmol/L e 102 mL/h, respectivamente, obtiveram altos
rendimentos quimicos (82%) e graus de reducdo (92-97%). A produtividade
volumétrica foi 0.12 mmol/(L h) e o excesso enantiomérico do (R)-EM manteve-se
elevado (92%) durante 8 dias. Concluiram que a reducdo do EBF mediada por S.
cerevisiae imobilizada em fibras de alginato com duplas camadas de gel tem
excelente estabilidade, alto rendimento quimico e excesso enantiomérico. A

bioreducéo continua foi uma técnica viavel e reprodutivel.
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Gillet et al. (2000) com o objetivo de produzir Scopolin, imobilizaram Nicotiana
tabacum em esferas de alginato de calcio, visto que a suspenséo de células livres
acumulava Scopolin no interior citoplasmético e para a recuperacdo era necessario
seu rompimento celular. As células de Nicotiana tabacum imobilizadas produziram
mais Scopolin que a suspensao de células livres, sendo que uma grande fracao do
produto pode ser recuperado sem o rompimento celular, obtendo 3,8 mg/g de
biomassa no meio de cultura para 0,2 mg/g de biomassa intracelular. Chegaram a
conclusdo de que a imobilizagcdo de Nicotiana tabacum oferece perspectivas para a
producdo do Scopolin ou a melhora da producdo de outros metabolitos secundarios

da planta, em nivel industrial.

2.6 Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo amplamente utilizado
industrialmente na producdo de biomassa, etanol, alimentos, proteinas
recombinantes, farmacos, vacinas entre outros produtos de interesse comercial
(PORRO et al., 1995).

O uso de Saccharomyces cerevisiae para mediar reacdes organicas tem sido
explorado ha aproximadamente um século e suas células integras tém sido o
biocatalisador mais popularmente utilizado na reducdo de compostos carbonilicos
(FABER, 1997; STEWART, 2000). A acdo redutora desta levedura foi observada
pela primeira vez, pela adicdo de enxofre a uma suspensédo de fermento biolégico
em solucao de acucar, onde foi verificada o desprendimento de sulfeto de hidrogénio
(RODRIGUES; MORAM, 2001). O seu habitat é rico em nutrientes, e durante o seu
crescimento este microrganismo modifica as condicfes desse habitat, consumindo
nutrientes e excretando produtos. A célula de levedura encontra-se bem adaptada
para manter alta velocidade de crescimento mesmo apds estas mudancas, 0 que
estd diretamente relacionado a capacidade de regular a expressdo de genes
apropriados ao regime nutricional em que a célula se encontra. A expressao de
genes e a consequente sintese de proteinas sdo diretamente influenciadas pelas
condic¢des nutricionais (KRUCKEBERG et al., 1998). Este microrganismo € capaz de
utilizar diferentes fontes de carbono, dependendo da presenca de genes especificos
que codificam as enzimas necessarias para a captacdo, bem como para o
metabolismo destas fontes de carbono (STAMBUK, 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais e Aparelhos Utilizados

Aparelhos: Estufa de Secagem Fanem modelo CB2, Estufa de cultivo da marca
Nova Etica, Espectrofotdmetro Shimadzu Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) modelo 8300, Espectrofotdmetro Shimadzu Ultravioleta - Visivel (UV-
Vis) modelo 2401 PC, Refrigerador Cénsul 280 Litros, Balanca Analitica modelo ADA
210/L, Centrifuga Centribio modelo 80-2B, Agitador de tubos Phoenix modelo AP56,
Agitador magnético modelo Fisatom 752, pHmetro Digimed modelo DMPH-2.

Materiais: Tubos de ensaio, béqueres, espatulas, cadinhos, dessecador, pipetas,
baldes volumétricos, provetas, buretas, bastdo de vidro, conta-gotas, pissetas e
outros materiais de uso comum em laboratério.

Reagentes: alginato de sédio da marca “Sigma”, fermento biolégico fresco da
marca “Fleischman”, KBr, CaCl, corantes Acid Blue 40 e Acid Red 151 da “Aldrich

Chemical Company”.

3.2 Preparo da Suspensao da Levedura Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi obtida de fermento bioldgico fresco da
marca “Fleischman”, lotes de numeros 02081 e 02091.

Foram pesados em balanca analitica 10 gramas de fermento e dissolvidos em
agua destilada, logo em seguida foram feitas centrifugacdes por 10 minutos a 6.000

rom até a obtencdo de sobrenadante limpido. O precipitado foi ressuspenso em
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agua destilada e o volume final ajustado para 100 mL, obtendo assim uma
suspenséao de levedura 10%.

3.3 Teste de Viabilidade Celular

Para se verificar a viabilidade das células leveduriformes dos dois lotes utilizados
nos experimentos, foi realizado o teste da Eritrosina segundo o método descrito por
Sharf (1978). Ap6s a diluicdo 10 da suspenséo de levedura 10%, esta foi colocada
em contato com a solu¢cdo de Eritrosina na propor¢cdo de 1:1. Apds agitacdo
transferiu-se uma gota da mistura de Eritrosina com a suspenséo diluida da levedura
para a camara de Newbauer e com o auxilio de um microscopio Optico, foi realizada

a contagem das células.

3.4 Preparo das Solugdes Estoque dos Corantes

ApoOs a pesagem de 0,100 g dos corantes Acid Blue 40 e Acid Red 151 em po, as
solugbes estoque foram preparadas dissolvendo-se os corantes em agua destilada,
completando o volume final para 100 mL. A concentragcédo final de cada solucéo
estoque foi de 1 mg/mL.

3.4.1 Acid Blue 40

Corante fabricado pela Aldrich Chemical Company, Inc.
C.l.: 62125

Solubilidade: Soluvel em agua

Grau de pureza: 50%

Peso molecular: 473.44

Absorbéancia maxima: 610 nm

Estrutura quimica (Figura 2):



Figura 2: Estrutura molecular do corante Acid Blue 40.
3.4.2 Acid Red 151

Corante fabricado pela Aldrich Chemical Company, Inc.
C.l.: 26900

Solubilidade: Soluvel em agua

Grau de pureza: 40%

Peso molecular: 454.44

Absorbéncia maxima: 503 nm

Estrutura quimica (Figura 3):
HO\

NaO3S N=N —N=N

Figura 3: Estrutura molecular do corante Acid Red 151.

3.5 Andlise Qualitativa e Quantitativa dos Corantes

19
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Andlise Qualitativa: As solu¢des dos corantes foram preparadas utilizando-se 1
mL da solugéo estoque e 9 mL de 4gua destilada com pH ajustado para 2,50 com o
uso de H,SO4 0,01 N, atingindo-se a concentracdo de 100 ug de corante/mL de
solugcdo. As varreduras espectrais das solugdes foram realizadas entre o0s
comprimentos de onda 190 a 800 nm, em cubeta de quartzo, caminho Optico de 1,0
cm, onde pdde-se verificar o comprimento de onda maximo do corante.

Andlise Quantitativa: Para a obtencdo dos espectros de absorgdo, foram
preparadas em duplicata, solugdes dos corantes em diferentes concentragdes (20,
40, 60, 80, 100 pug/mL) e com o pH da agua destilada ajustado para 2,50 com 0 uso
de H,SO, 0,01 N . Foram entédo estabelecidas as correlacdes entre as absorbancias

e as variacdes da concentracao de cada solucéo.

3.6 Imobilizagéo da Levedura Saccharomyces cerevisiae

Foram preparados o gel de alginato de sodio 1,5% e a solucédo de CaCl, 0,1 M. A
solucéo de cloreto de calcio 0,1 M foi mantida sob refrigeracéo até a sua utilizagao.
Foram misturados cerca de 20 mL da suspensao de levedura 10% e 20 mL do gel de
alginato de sodio 1,5% e com o auxilio de uma bureta, essa mistura foi gotejada em
cerca de 400 mL de solucéo de CaCl, 0,1 M refrigerada, obtendo assim, esferas de

alginato de calcio com Saccharomyces cerevisiae imobilizada.

3.7 Obtencdo do Peso Seco das Esferas de Alginato de Céalcio com e sem

Levedura Imobilizada e do Peso Seco das Células Livres

As medidas de peso seco foram realizadas para se verificar o quanto de levedura
(10%) ficava imobilizada em cada esfera de alginato de célcio e assim correlacionar
0s pesos das células livres (2%) com o numero de esferas contendo a quantidade de
levedura imobilizada equivalente, podendo entédo realizar os testes comparativos de

remocao dos corantes por células livres e por células imobilizadas.

3.7.1 Peso Seco das Esferas de Alginato de Calcio com e sem Levedura

Imobilizada



21

Foram colocados 4 cadinhos (previamente identificados) em estufa 105°C por 12
horas, apds esse tempo os cadinhos foram pesados em balanca analitica até a
obtencédo do peso constante. Nos cadinhos A e B, foram colocadas 10 e 20 esferas
de alginato de calcio com levedura (suspensao 10%) imobilizada, respectivamente.
Nos cadinhos C e D, foram colocadas 10 e 20 esferas de alginato de calcio,
respectivamente. Feito isso, todos os cadinhos foram mantidos em estufa 105°C por
24 horas. ApoOs esse tempo de secagem, foi obtido o peso seco em balanca

analitica.

3.7.2 Peso Seco das Células Livres a partir da Suspenséao 2% da Levedura

O peso seco das células livres foi realizado em triplicata e conforme o método
descrito anteriormente para a obtencdo do peso seco das esferas. Foram colocadas
nos cadinhos (previamente identificados) e jA com os pesos conhecidos, 10 e 20
gotas da suspensdo 2% da Saccharomyces cerevisiae. Estes cadinhos foram
mantidos em estufa 105°C e apés 24 horas, foram pesados em balanca analitica até

obtencéo do peso seco constante.

3.8 Andlises Espectrofotométricas UV-Vis

3.8.1 Testes de Biossorcéao

Para a avaliacdo da biossorcdo dos corantes, foram feitos em triplicata, testes
comparativos entre as solu¢cbes dos corantes Acid Blue 40 e Acid Red 151 em
contato por 2 horas, com o microrganismo imobilizado (10%) e em célula livre (2%),
com quantidades de biomassas (expressas em peso seco) aproximadas. Como o
corante Acid Red 151 apresentou maior possibilidade de remocdo quando em
contato com o mesmo numero de esferas e de gotas que foram utilizados nos testes
com o Acid Blue 40, foi entdo estabelecido um teste de biossor¢ao do Acid Red 151
com numeros de esferas e gotas, ou, com quantidade de biomassa diferente da

utilizada no teste com o outro corante.
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3.8.2 Testes de Biodegradacéao

Foram adicionadas 10 e 20 esferas de alginato de calcio com Saccharomyces
cerevisiae imobilizada, em diferentes tubos de ensaio contendo 9 mL de agua
destilada com pH ajustado para 2,50 e 1 mL da soluc&o estoque de cada corante em
estudo, com concentracdo de 1 mg/mL, obtendo uma concentragéo final de 100 ug
de corante/mL de solucdo. Os tubos foram mantidos em estufa 28°C e aliquotas dos
sobrenadantes foram retiradas em diferentes intervalos de tempo (2 a 360 horas
para o corante Acid Blue 40, e 2 a 240 horas para o Acid Red 151), para a
realizacdo das leituras espectrofotométricas (190-800nm) e a avaliagdo das
mudancas espectrais nas curvas de absor¢cdo méaxima ocorridas nas amostras
quando comparadas com as curvas de absor¢do maxima nos espectros das
solugdes controle, que ndo entraram em contato com a levedura. Para fazer um
teste comparativo de biodegradacdo por células imobilizadas e livres, foram
preparadas solucdes dos dois corantes com concentracao de 100 ug de corante/mL
conforme o método descrito anteriormente para o teste com células imobilizadas e
as solucdes do Acid Blue 40, foram adicionadas 10 e 20 gotas e as solu¢des do Acid
Red 151, foram adicionadas 1 a 5 gotas da suspensao 2% da levedura. As leituras
espectrofotométricas (190-800nm) foram realizadas apos 48 e 72 horas de
tratamento.

Apés as andlises UV-Vis foi possivel avaliar a ocorréncia de biossorcdo e
biodegradagdo dos corantes Acid Blue 40 e Acid Red 15, determinando a
porcentagem de descoloracdo segundo Vitor e Corso (2008) e Dhanve, Shedbalkar
e Jadhav (2008); e calculando os valores das Absorbancias Relativas
(ADS)maximo /ADSoxmaximo2) que, segundo Glenn e Gold (1983) é predominante a
biossorcédo se os valores permanecerem constantes e a biodegradacdo, se os
valores se alterarem, comprovando modificagbes nos espectros de absorgao.

! comprimento de onda maximo do grupo croméforo

% comprimento de onda maximo do 2° grupo croméforo
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3.9 Andlises de FTIR das Solugdes que foram Tratadas com Células

Imobilizadas e com Células Livres

Apos fazer as analises espectrofotométricas UV-Vis descritas anteriormente, para
realizar as andlises de biodegradacdo por Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), as solu¢cdes dos dois corantes que continham 10 e 20 esferas, bem
como as solucdes controle e as solugbes tratadas com células livres (apos
centrifugacéo) foram colocadas em cadinhos previamente identificados e mantidas
em estufa 105°C por 24 horas.

Apos a secagem do material foram preparadas pastilhas com 1 mg de amostra
(em peso seco) e 149 mg de KBr através da compactacéo a 30 kN por 3-5 minutos.
Estas pastilhas foram colocadas em suportes apropriados para discos de KBr e as
leituras foram realizadas em intervalo de 1800 a 500 cm™, 16 varreduras e resolucédo
de 4 cm™, sendo possivel identificar mudancas na estrutura molecular de cada

corante apés o processo de interagcdo com o0 microrganismo imobilizado e livre.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através dos graficos obtidos apds as analises das solugbes experimentais em
espectrofotometro UV-Vis e FTIR, foi possivel verificar os comprimentos de onda
maximos, a concentragdo do corante remanescente apos o tratamento, a biossor¢éo
e a biodegradacdo das moléculas dos corantes pelas células de Saccharomyces

cerevisiae livres e imobilizadas em alginato de calcio.
4.1 Microrganismo
Na Figura 4 esta representada a levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada nos

processos de biossorcdo e biodegradacao dos corantes Acid Blue 40 e Acid Red
151.

Figura 4: Levedura Saccharomyces cerevisiae.
Fonte: http://www.diwinetaste.com/html/dwt200701/images/SaccharomycesCerevisiae.jpg.



http://www.diwinetaste.com/html/dwt200701/images/SaccharomycesCerevisiae.jpg�
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4.2 Teste de Viabilidade Celular

Através do teste de viabilidade celular pela Eritrosina, foi possivel determinar a
porcentagem de leveduras vivas e mortas presentes nas suspensoes utilizadas nos
experimentos. Sendo que as leveduras mortas adquiriram uma coloragéo
avermelhada e as vivas permaneceram no estado normal.

Os resultados obtidos mostraram que nas suspensdes dos dois lotes utilizados,

em média, 96% das células leveduriformes estavam vivas e 4% estavam mortas.

4.3 Obtencao dos Espectros de Absorcédo dos Corantes Acid Blue 40 e Acid
Red 151

Foi possivel verificar os comprimentos de onda méaximos das solugbes
experimentais dos corantes Acid Blue 40 e Acid Red 151 em diferentes
concentracOes, através dos espectros de absorcdo obtidos pela analise em
espectrofotometro UV-Vis.

O espectro do Acid Blue 40 esta representado na Figura 5 e do Acid Red 151 na
Figura 6, onde os comprimentos de onda maximos sdao 610 e 503 nm,
respectivamente, e se referem ao grupo croméforo da molécula.

O segundo grupo cromaoforo do Acid Blue 40 é caracterizado na regido de 280nm
e do Acid Red 151 na regido de 350 nm que, segundo Chang (2000), indicam a
presenca da carbonila e das ligagfes azoicas, respectivamente.
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Figura 5: Espectro de absorcéo do corante Acid Blue 40
Concentracdes do corante: 20, 40, 60, 80 e 100 pug/mL
Valor de pH: 2,50
Caminho 6ptico: 1,0 cm
Cubeta de Quartzo
A max= 610nm
Absorbancia®*°"= 0,04320041 + (0,01525899 x concentracéo do corante)
R=0,9998
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Figura 6: Espectro de absorgéo do corante Acid Red 151
Concentracdes do corante: 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL

Valor de pH: 2,50
Caminho optico: 1,0 cm
Cubeta de Quartzo

A ma= 503nm

Absorbancia®®"= 0,2358094 + (0,01564751 x concentracdo do corante)

R=0,9968
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4.4 Esferas de Alginato de Calcio com e sem Levedura Imobilizada

Na Figura 7 estdo representadas as esferas de alginato de célcio e esferas de
alginato de célcio com a Saccharomyces cerevisiae imobilizada, onde é possivel
notar uma coloracdo amarelada adquirida pelas esferas devido a presenca do

microrganismo imobilizado (B).

Figura 7: Esferas de alginato de calcio (A) e esferas de alginato de céalcio com a levedura
imobilizada (B).

4.5 Obtencdo do Peso Seco das Esferas de Alginato de Calcio com e sem

Levedura Imobilizada e do Peso Seco das Células Livres

Através dos valores dos pesos seco foi possivel determinar a quantidade de
levedura que ficou imobilizada em cada esfera, sendo assim, foi possivel presumir o
quanto de levedura estava presente em cada solugcdo experimental contendo
diferentes numeros de esferas e gotas de células livres. Os resultados obtidos estéo

representados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Peso seco das esferas com e sem levedura imobilizada e peso seco da
gota de células livres.

Esfera com levedura 10% Esfera sem levedura Gota de célula livre 2%
(mgQ) (mgQ) (mgQ)

2,03 1,09 0,32

Como mostrado na Tabela 1, cada esfera de alginato de calcio contém cerca de
0,94 mg de levedura (10%) imobilizada e cada gota é equivalente a 0,32 mg de
levedura (2%). Portanto, 1 esfera com levedura 10% imobilizada corresponde a 3
gotas de suspenséo de levedura 2%.

4.6 Analises Espectrofotométricas UV-Vis

Os graficos obtidos através de analises espectrofotométricas UV-Vis,
demonstraram a ocorréncia de biossor¢cdo e biodegradacdo das moléculas dos

corantes estudados.

4.6.1 Testes de Biossorcéao

Nas Tabelas 2 e 3 estdo representados os numeros de esferas com levedura
(10%) imobilizada e de gotas de ceélulas livres (2%) adicionadas as solu¢gbes dos
corantes Acid Blue 40 e Acid Red 151, respectivamente, para o estudo comparativo
da interacdo biossortiva da molécula do corante com o microrganismo livre e
imobilizado, por 2 horas; ainda nas tabelas estd representada a quantidade de
biomassa em miligramas, obtido através do peso seco, presente em cada solucao
experimental. Os resultados obtidos estdo representados nas Figuras 8 e 9 (Acid
Blue 40) e, 10 e 11 (Acid Red 151), que mostram a correlacao entre a quantidade de
biomassa livre e imobilizada, presente nas solugbes, e o valor do corante

remanescente apés 0 tempo de tratamento.
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Tabela 2 - Numeros de esferas com Saccharomyces cerevisiae (10%) imobilizada e
nameros de gotas de células livres da levedura (2%) que foram adicionadas as
solucdes para os testes de biossorcdo do Acid Blue 40 e a quantidade aproximada

de biomassa em miligramas, presente em cada solucéo.

CELULAS IMOBILIZADAS CELULAS LIVRES
N° de esferas Biomassa (mg) N° de gotas Biomassa (mg)
1 0,94 3 0,96
2 1,88 6 1,92
4 3,76 12 3,84
8 7,52 24 7,68
16 15,04 48 15,36

Conforme a Tabela 2, pode - se observar que para se fazer o estudo comparativo
da interacdo biossortiva da molécula do Acid Blue 40 com as células livres e
imobilizadas da Saccharomyces cerevisiae, 0 experimento foi elaborado fazendo
com que todas as solucdes apresentassem quantidade aproximada de biomassa

livre e imobilizada.
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Figura 8: Correlagcdo da biomassa com a concentragdo do corante Acid Blue 40
remanescente, apds o processo de interagdo biossortiva com as células livres (2%), por 2
horas, no pH 2,5, com concentracao inicial de 100 ug de corante/mL.

Concentracéo de corante remanescente= 87,07832+(-2,29609 x concentracdo de biomassa)

R=0,9655
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Figura 9: Correlagdo da biomassa com a concentracdo do corante Acid Blue 40

remanescente, apds o processo de interacdo biossortiva com as células imobilizadas (10%),

por 2 horas, no pH 2,5, com concentracéo inicial de 100 pg de corante/mL.

Concentracdo de corante remanescente=93,54916+(-1,080157x concentracdo de biomassa)
R=0,9965
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Tabela 3 - Numeros de esferas com Saccharomyces cerevisiae (10%) imobilizada e
nameros de gotas de células livres da levedura (2%) que foram adicionadas as
solucdes para os testes de biossorcdo do Acid Red 151 e a quantidade aproximada

de biomassa em miligramas, presente em cada solucéo.

CELULAS IMOBILIZADAS CELULAS LIVRES
N° de esferas Biomassa (mg) N° de gotas Biomassa (mg)
1 0,94 1 0,32
2 1,88 2 0,64
4 3,76 3 0,96
6 5,64 4 1,28
8 7,52 5 1,60
10 9,40 6 1,92

O teste de biossorcéao do Acid Red 151, como mostrado na Tabela 3, foi realizado
diferentemente do teste realizado com o Acid Blue 40, pois foi verificada maior
possibilidade de remocdo do corante azdico frente as variacbes de biomassa
presente nas solugcdes experimentais. Ali et al. (2009) estudando a descoloracéo dos
corantes Acid Red 151 e Orange Il pelo fungo Aspergillus niger SA1 em efluente
téxtil simulado, por um periodo de 24 horas, também verificaram maior capacidade
de remocao do Acid Red 151 quando comparada com a remocao do Orange |II.
Observaram ainda que, primeiramente, o mecanismo de remocao destes corantes
foi o da biossorcdo fungica e através de analises de HPLC, verificaram que os

corantes foram degradados em seus produtos constituintes.
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Figura 10: Correlagdo da biomassa com a concentracdo do corante Acid Red 151
remanescente, apds o processo de interacdo biossortiva com as células livres (2%), por 2
horas, no pH 2,5, com concentracao inicial de 100 pug de corante/mL.

Concentracdo do corante remanescente=94,76857+(-52,61607x concentracdo de biomassa)

R=0,9845
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Figura 11: Correlacdo da biomassa com a concentracdo do corante Acid Red 151

remanescente, apds o processo de interacao biossortiva com as células imobilizadas (10%),

por 2 horas, no pH 2,5, com concentracéo inicial de 100 pug de corante/mL.

Concentracdo de corante remanescente=68,40359+(-1,06663 x concentracdo de biomassa)
R=0,9975
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Apds a obtencdo das retas que correlacionam a quantidade de biomassa e a
concentragdo do corante remanescente, foi feita estimativa do niumero aproximado
de esferas e de gotas, bem como da quantidade aproximada de biomassa
imobilizada e livre que € necessaria para a possivel remocao total dos corantes das

solugdes experimentais. Os valores estao representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Estimativa do numero aproximado de esferas com levedura imobilizada
(10%), numero de gotas de células livres (2%) e estimativa da quantidade
aproximada de biomassa, necessarios para a possivel remocédo total dos corantes
Acid Blue 40 e Acid Red 151.

Biomassa Biomassa
N° de esferas  Imobilizada - N° de gotas Livre - 2%
10% (mg/mL) (mg/mL)
Acid Blue 40 92 87 118 38
Acid Red 151 68 64 6 2

Os valores representados na Tabela 4 indicam que a Saccharomyces cerevisiae
apresenta pouca afinidade com o corante Acid Blue 40. No caso das células
imobilizadas, isto pode ter ocorrido devido a menor superficie de contato para a
ocorréncia do processo biossortivo, obtida nos processo de imobilizagdo, e com as
células livres, apesar de maior superficie de contato ficar disponivel para a
biossorcdo da molécula, ainda assim, grande quantidade de biomassa livre é
necessaria para fazer a remocao total da cor, comparando com os valores obtidos
para o Acid Red 151, que foi removido com menor quantidade de biomassa
imobilizada e menor ainda, com biomassa livre. Isto ocorreu provavelmente porque a
membrana leveduriforme apresenta em sua constituicdo, componentes que possuem
maior afinidade pela molécula do Acid Red 151.

As Figuras 12 e 13 ilustram solugdes dos corantes Acid Blue 40 e Acid Red 151,
respectivamente, nas mesmas concentracdes, sendo uma solucdo controle e duas
solugcbes em contato com o microrganismo livre e imobilizado, onde é possivel
visualizar a turbidez causada pelas células livres que ficaram em suspenséao, e 0
sobrenadante limpido, que foi obtido com as células imobilizadas, que ficaram

sedimentadas.
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Figura 12: Soluc@es do corante Acid Blue 40. Controle (A) com concentracdo de 100 pg/mL,
em contato com células livres (B) e em contato com células imobilizadas (C).

Figura 13: Solugcbes do corante Acid Red 151. Controle (A) com concentragdo de 100
Hg/mL, em contato com células livres (B) e em contato com células imobilizadas (C).
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4.6.2 Testes de Biodegradacéo

Os espectros UV-Vis das solucbes que foram tratadas com o microrganismo, em
diferentes intervalos de tempo, mostraram alteragcdes nos picos de comprimento de
onda maximo a 610 nm e 280 nm para o corante Acid Blue 40, e a 503 e 350 nm
para o Acid Red 151, quando comparados com 0s espectros das solug¢des controle
dos corantes.

A porcentagem de remocao dos corantes foi determinada segundo Vitor e Corso
(2008); Dhanve, Shedbalkar, Jadhav (2008) e Kalme et al. (2007), através da
relacéo:

Descoloracéo = (Absorbéancia Inicial — Absorbancia Final) x 100

Absorbancia Inicial

Os valores da porcentagem de descoloracdo para o corante Acid Blue 40 apds
72, 216 e 360 horas de tratamento com 10 e 20 esferas com Saccharomyces

cerevisiae imobilizada estao representados na Tabela 5.

Tabela 5 - Porcentagem de remocédo do corante Acid Blue 40 em pH 2,50, apés 72,

216 e 360 horas de tratamento com 10 e 20 esferas com Saccharomyces cerevisiae

imobilizada.
Tempo de contato Solugdo com 10 Solugdo com 20
(horas) esferas esferas
(%) (%)
72 10,4 14,9
216 27,9 55,8
360 36,4 61,7

Conforme a Tabela 5, a porcentagem de remocao do corante foi aumentando a
medida que aumentou-se o tempo de tratamento e foi maior nas solucbes que
continham 20 esferas. Com 360 horas de tratamento, a interagéo biossortiva ocorreu
com maior predominancia, apresentando 36,4% de descoloracao na solu¢cdo com 10

esferas e 61,7% de descoloracao na solucdo com 20 esferas.
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Os valores de porcentagem de descoloracdo do corante Acid Red 151 apos 72,
144 e 216 horas de tratamento com 10 e 20 esferas com Saccharomyces cerevisiae

imobilizada estao representados na Tabela 6.

Tabela 6 - Porcentagem de remocao do corante Acid Red 151 em pH 2,50, apés 72,

144 e 216 horas de tratamento com 10 e 20 esferas com Saccharomyces cerevisiae

imobilizada.
Tempo de contato Solugdo com 10 Solugdo com 20
(horas) esferas esferas
(%) (%)
72 34,9% 36,1%
144 62,6% 68,6%
216 63,8% 81,9%

Conforme a Tabela 6, a porcentagem de remocao do corante foi aumentando a
medida que aumentou-se o tempo de tratamento e foi maior nas solucbes que
continham 20 esferas. Com 216 horas de tratamento, a interagdo biossortiva ocorreu
com maior predominancia, apresentando 63,8% de descoloracao na solu¢cdo com 10
esferas e 81,9% de descoloracao na solucdo com 20 esferas.

Para determinar se o processo predominante na remocdo da cor foi o de
biossor¢cdo ou de biodegradacgéo foi feito o calculo dos valores das Absorbéancias
Relativas (AbSymaximo/ADS200maximo) que, segundo Glenn e Gold (1983) é predominante
a biossorcdo se os valores permanecerem constantes e a biodegradacdo, se os

valores se alterarem.
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Na Figura 14 estdo representadas as esferas de alginato de célcio com
Saccharomyces cerevisiae imobilizada, com os corantes Acid Blue 40 (A) e Acid Red
151 (B), biossorvidos.

Figura 14: Esferas de alginato de calcio com Saccharomyces cerevisiae imobilizada com o
corante Acid Blue 40 (A) e Acid Red 151 (B) biossorvidos.

Nas Figuras 15 e 16 estdo representados os espectros UV-Vis e os valores das
Absorbancias Relativas das solu¢des do Acid Blue 40 que foram tratadas por 48 e
72 horas com 10 e 20 gotas da suspensao 2% da levedura, respectivamente. Nas
Figuras 17, 18 e 19, estdo representados os espectros UV-Vis e as Absorbéancias
Relativas das solu¢des do Acid Blue 40 que foram tratadas por 72, 216 e 360 horas,

respectivamente, com 10 e 20 esferas com Saccharomyces cerevisiae imobilizada.
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ACID BLUE 40 - 48 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 15: Espectro de absorcédo do corante Acid Blue 40 apds interagdo com 10 e 20 gotas
da suspenséo 2% da Saccharomyces cerevisiae por 48 horas em pH 2,50.

Caminho optico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ----10 gotas, 20 gotas).
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ACID BLUE 40 - 72 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 16: Espectro de absorcédo do corante Acid Blue 40 apds interagdo com 10 e 20 gotas
da suspenséo 2% da Saccharomyces cerevisiae por 72 horas em pH 2,50.

Caminho optico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ----10 gotas, 20 gotas).
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ACID BLUE 40 - 72 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 17: Espectro de absor¢do do corante Acid Blue 40 apdés interagdo com 10 e 20
esferas de alginato de calcio com Saccharomyces cerevisiae imobilizada por 72 horas em
pH 2,50.

Caminho 6ptico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ----10 esferas, 20 esferas).
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ACID BLUE 40 - 216 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 18: Espectro de absor¢do do corante Acid Blue 40 apdés interagdo com 10 e 20
esferas de alginato de célcio com Saccharomyces cerevisiae imobilizada por 216 horas em
pH 2,50.

Caminho 6ptico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ----10 esferas, 20 esferas)
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ACID BLUE 40 - 360 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 19: Espectro de Absor¢do do corante Acid Blue 40 apds interacdo com 10 e 20
esferas de alginato de célcio com Saccharomyces cerevisiae imobilizada por 360 horas em
pH 2,50.

Caminho 6ptico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ---10 esferas, 20 esferas)
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O processo biodegradativo ocorreu a partir de 48 horas de tratamento com 20
gotas da suspensédo 2% da levedura, pois o valor da Absorbancia Relativa sofreu
variacdo de 0,55 para 0,48. Este processo também foi evidenciado pela diminuicdo

do pico em 280 nm, que indica a remocao da carbonila da molécula do corante.

De acordo com os valores das Absorbancias Relativas apresentados nas Figuras
17 e 18, o processo predominante na remoc¢éo do corante Acid Blue 40 ap6s 72 e
216 horas de tratamento com células imobilizadas foi o da biossor¢éo, pois, nas
solugbes que continham tanto 10 como 20 esferas, estes valores permaneceram
constantes quando comparados com o valor da Absorbancia Relativa da solugéo
controle; ja com 360 horas de tratamento, como mostra a Figura 19, os valores das
Absorbancias Relativas comecaram a sofrer alteracfes dando indicios do comeco do

processo biodegradativo.

Nas Figuras 20 e 21 estdo representados 0s espectros UV-Vis e os valores das
Absorbancias Relativas das solucdes do Acid Red 151 que foram tratadas por 48 e
72 horas com 2 e 5 gotas da suspenséo 2% da levedura. Nas Figuras 22, 23 e 24,
estdo representados os espectros UV-Vis e as Absorbancias Relativas das solugdes
do Acid Red 151 que foram tratadas por 72, 144 e 216 horas, respectivamente, com
10 e 20 esferas com Saccharomyces cerevisiae imobilizada.



45

ACID RED 151 - 48 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 20: Espectro de absor¢édo do corante Acid Red 151 apds interacdo com 2 e 5 gotas
da suspenséo 2% da Saccharomyces cerevisiae por 48 horas em pH 2,50.

Caminho optico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ----2 gotas, -5 gotas).
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ACID RED 151 - 72 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 21: Espectro de absorcdo do corante Acid Red 151 apds interacdo com 2 e 5 gotas
da suspensédo 2% da Saccharomyces cerevisiae por 72 horas em pH 2,50.

Caminho 6ptico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ---2 gotas, -5 gotas).
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ACID RED 151 - 72 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 22: Espectro de Absorcdo do corante Acid Red 151 apds interacdo com 10 e 20
esferas de alginato de calcio com Saccharomyces cerevisiae imobilizada por 72 horas em
pH 2,50.

Caminho 6ptico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ----10 esferas, 20 esferas)
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ACID RED 151 - 144 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 23: Espectro de Absorcdo do corante Acid Red 151 apds interacdo com 10 e 20
esferas de alginato de célcio com Saccharomyces cerevisiae imobilizada por 144 horas em
pH 2,50.

Caminho 6ptico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ----10 esferas, 20 esferas)
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ACID RED 151 - 216 horas ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 24: Espectro de Absorcdo do corante Acid Red 151 apds interacdo com 10 e 20
esferas de alginato de célcio com Saccharomyces cerevisiae imobilizada por 216 horas em
pH 2,50.

Caminho 6ptico: 1,0 cm.

Cubeta de Quartzo.

(---controle, ----10 esferas, 20 esferas)
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Com o Acid Red 151 o processo biodegradativo com células livres também
ocorreu a partir de 48 horas de tratamento com 2 e 5 gotas da suspensédo 2% da
levedura. Isto péde ser observado pela variacdo dos valores das Absorbancias
Relativas e também pela diminuicdo do pico em torno de 350 nm, que pode ter
ocorrido devido a quebra das ligacdes azo, que sdo caracterizadas nessa regido do
espectro.

De acordo com os valores das Absorbancias Relativas apresentados nas Figuras
22, 23 e 24, o processo predominante na remocéo do corante Acid Red 151 foi o da
biodegradacado, pois as solu¢cdes que continham tanto 10 como 20 esferas com
levedura imobilizada obtiveram valores variaveis (1,69 a 1,07) quando comparados
com o valor da Absorbancia Relativa da solugcéo controle, onde ndo houve contato

com 0 microrganismo.

A biodegradacao foi melhor identificada nas solucdes que continham 20 esferas e
que ficaram em tratamento por um periodo de tempo mais longo; visto que a carga
microbiana presente nessas solucdes foi maior que nas solug¢des que continham 10
esferas. Segundo Daneshvar, Salari e Khataee (2003), a remocao da cor € atribuida
a cisdo da ligacdo dupla entre os atomos de nitrogénio (—-N=N-) do azo corante, que
funciona como sitio ativo para o ataque enzimatico, e de acordo com Ramalho
(2005), em Saccharomyces cerevisiae 0 sistema de redutases férricas participa na

reducdo extracelular dos corantes azdicos.
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4.7 Analises de FTIR das Solugbes que foram Tratadas com Células
Imobilizadas

Os espectros de FTIR foram normalizados pela intensidade de absorbancia de
uma banda de cada corante que ndo sofreu alteracdo significativa apdés os
tratamentos, sendo considerada banda de padrao interno. Para o Acid Blue 40 a
banda de padréo interno foi a 850 cm™ (referente ao anel aromatico) e para o Acid
Red 151 foi a 657 cm™ (referente & hidroxila do grupo fenélico). Foi feita ainda a
desconvolugao pela funcdo Lorentziana segundo Forato, Filho e Colnago (1998) da
regido de 1300-1000 cm™ dos espectros obtidos ap6s 72 horas de tratamento com
10 esferas com a Saccharomyces cerevisiae imobilizada, para obter melhor
resolucdo e facilitar a identificacdo das bandas. Considerou-se para a analise de
biodegradacdo, mudancas espectrais como o0 deslocamento, surgimento ou
desaparecimento e aumento ou dimuicao de intensidade das bandas.

4.7.1 Analises de FTIR do Corante Acid Blue 40

Nas andlises de FTIR do corante Acid Blue 40 foi possivel verificar a ocorréncia
de biodegradacdo em diferentes intervalos de tempo.

Na Figura 25 esta representado o espectro de FTIR (1800 - 500 cm™) da solucéo
controle do corante Acid Blue 40 e nas Figuras 26 e 27 estdo representados 0s
espectros de FTIR (1800 - 500 cm™) do mesmo corante, da soluc&o controle com os
espectros das solucdes apos o tratamento com 10 esferas e espectro da solucdo
controle com os espectros das solugcdes apdés o tratamento com 20 esferas de
alginato de calcio com levedura imobilizada, respectivamente; por 72, 216 e 360
horas, onde foi possivel avaliar as possiveis modificagbes ocorridas na estrutura da
molécula do corante.

Na Figura 28 esta representado o espectro de FTIR (1300 - 1000 cm™) da solucéo
do Acid Blue 40 apds o tratamento por 72 horas com 10 esferas com a levedura
imobilizada, normalizado e desconvoluido, para melhor interpretacdo das bandas

nessa regiao.
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Figura 25: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ da solug&o controle do Acid Blue
40. Obs.: absorbancia em 850 cm™ como padr&o interno.

Bandas originais do Acid Blue 40 no pH 2,5:

1630 cm™: carbonila e grupo amida (FANCHIANG; TSENG, 2009).

1400 cm™: grupo quinona (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979).

1320 e 1280 cm™: amino benzeno (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979).
1230 cm™: estiramento do grupo —SO3 (KHALED et al., 2009).

1185, 1070 e 612 cm™: grupo sulfénico (DHANVE et al., 2009; SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1979; JUAREZ-HERNANDEZ et al., 2008).

1010 cm™: vibragdio C-C-C do anel aromatico e vibracdes C-N aromaticas
(ARJUNAN; SUBRAMANIAN; MOHAN, 2004; DYER, 1969)

890 - 850 cm™: anel aromatico (POLUNIN et al., 2008).

670 cm™: vibracdo C-N (TELKE et al., 2009).

580 cm™: vibragdo C=C do anel aroméatico (POLUNIN et al., 2008).



20
1160 ]
1130 Acid Blue 40- pH25
— controle
10esferas 72 horas
15 - 10 esferas 216 horas
10 esferas 360 horas

u.a

1800 1600 1400 1200

53

Figura 26: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ do corante Acid Blue 40 controle
e apos a interacdo com 10 esferas com levedura imobilizada por 72, 216 e 360 horas. Obs.:

absorbancia em 850 cm™ como padrao interno.
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Figura 27: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ do corante Acid Blue 40 controle
e apds a interacao com 20 esferas com levedura imobilizada por 72, 216 e 360 horas. Obs.:
absorbancia em 850 cm™ como padro interno.
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Figura 28: Espectro de FTIR com ajuste Lorentziano da solugdo do Acid Blue 40 apds o
tratamento por 72 horas com 10 esferas com levedura imobilizada, na faixa de 1300 — 1000
cm™. Obs.: absorbancia em 850 cm™ como padréo interno. (—— espectro original, ——,
bandas desconvoluidas do espectro original).

Apesar dos valores das Absorbancias Relativas terem indicado que 0 processo
biodegradativo deu inicio a partir de 360 horas de contato com a levedura
imobilizada, nos espectros de FTIR foi possivel observar algumas modificacdes que
ocorreram na estrutura molecular do corante com o aparecimento de banda na
regido de 655 cm™ e com o aumento de intensidade da banda na regio de 1400
cm, indicando a presenca de grupos fenélicos provenientes da transformacéo das
carbonilas do grupo das quinonas (ABBAS et al., 2008; DHANVE et al., 2009;
POLJANSEK; KRAJNC, 2005; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979) nas
solugbes ja a partir de 72 horas ap0s o inicio dos testes, tanto nas solugbes que
entraram em contato com 10 quanto nas que entraram em contato com 20 esferas
com a Saccharomyces cerevisiae imobilizada.

Observou-se também o aumento da intensidade da banda na regi&o de 1630 cm™
gue indica a carbonila do grupo amida (AKAR et al.,, 2009; BILBA; SUTEU,
MALUTAN, 2008; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979), esta banda se
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acentuou com o decorrer do tempo de tratamento. O grupo amida também esta
representado pelas novas bandas nas regides de 1160 cm™ (estiramento C-N)
(AKAR et al., 2009) e 1515 cm™, (vibracbes de deformacdo N-H) (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1979).

Outras bandas que surgiram apds o tratamento por 72 horas com 10 esferas com
a levedura imobilizada foram as bandas na regido de 1130 cm™ e regigo de 1100
cm™ (observadas no espectro ap6s a desconvolucéo) que indicam a presenca de
grupos aminos e grupos sulfonicos (FANCHIANG; TSENG, 2009; 1YIM; ACAR;
OZGUMUS, 2008; JUAREZ-HERNANDEZ et al., 2008).

A estrutura molecular do corante Acid Blue 40 e seus possiveis subprodutos apos
a quebra da molécula pela levedura estdo representados na Figura 29. O esquema
foi elaborado baseado na literatura que inclui: Fanchiang e Tseng (2009), Dhanve et
al., (2009), Dhanve; Shedbalkar; Jadhav (2008) e Tang e An (1995).

OH NH Amina e Grupo sulfénico —1130-1100
SO3H

OH

Fenol-1400 -655
Amida - 1630-1160

Amina - 1130 O

I
HQNQ NH— C— CH3
O NH
SO3Na
o /
I
O NH NH— C— CHg3

Figura 29: Caminho proposto para a degradacao da molécula do corante Acid Blue 40 apés
tratamento com as esferas de alginato de célcio com a Saccharomyces cerevisiae
imobilizada.
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As bandas do FTIR das solugbes experimentais que indicaram a quebra da
estrutura molecular do corante e o aparecimento de metabdlitos foram descritas
juntamente com 0s grupos organicos a que se referem de acordo com a literatura,

como se segue:

Bandas que surgiram ou que ficaram mais evidentes apds os tratamentos do

Acid Blue 40 com 10 e 20 esferas com levedura imobilizada :

1630 cm™: carbonila do grupo amida (AKAR et al., 2009; BILBA; SUTEU;
MALUTAN, 2008; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979).

1515 e 1160 cm™: vibracdes de deformacdo N-H e estiramento C-N de amida
(AKAR et al., 2009; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979).

1412 - 1380 cm™: deformacdo O-H de possiveis grupos fenélicos (ABBAS et al.,
2008; DHANVE et al., 2009;: POLJANSEK; KRAJNC, 2005; SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1979).

1130 — 1100 cm™: Grupo amino C-NH; e grupos sulfonicos (FANCHIANG; TSENG,
2009; JUAREZ-HERNANDEZ et al., 2008; IYIM; ACAR; OZGUMUS, 2008).

655 cm™: O-H de grupos fendlicos (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979).
590 cm™: vibragdo C=C do anel aroméatico (POLUNIN et al., 2008).

4.7.2 Analises de FTIR do Corante Acid Red 151

Na Figura 30 esta representado o espectro de FTIR (1800 - 500 cm™) da solucéo
controle do corante Acid Red 151 e nas Figuras 31 e 32 estédo representados o0s
espectros de FTIR (1800 - 500 cm™) do mesmo corante, da solucdo controle com os
espectros das solucdes apos o tratamento com 10 esferas e espectro da solucdo
controle com os espectros das solugbes apds o tratamento com 20 esferas de
alginato de calcio com levedura imobilizada, respectivamente; por 72, 144 e 216
horas, onde foi possivel avaliar as possiveis modificacfes ocorridas na estrutura da
molécula do corante.

Na Figura 33 esta representado o espectro de FTIR (1300 - 1000 cm™) da solucéo
do Acid Red 151 apds o tratamento por 72 horas com 10 esferas com a levedura
imobilizada, normalizado e desconvoluido, para melhor interpretacdo das bandas

nessa regiao.
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Figura 30: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ da solucdo controle do Acid Red
151. Obs.: absorbancia em 657 cm™ como padréo interno.

Bandas originais do Acid Red 151 no pH 2,5:

1630 e 1400 cm™: estiramento das ligacdes azéicas (-N=N-) (DYER, 1969; GUP;
GIZIROGLU; KIRKAN, 2007; KALME et al., 2007).

1155, 1130 e 1110 cm™: estiramento da ligagdo -C-N- e grupo sulfonico
(FANCHIANG; TSENG, 2009; JUAREZ-HERNANDEZ et al., 2008; 1YIM; ACAR;
OZGUMUS, 2008; KHALED et al., 2009).

1010 e 597 cm™: vibragdes dos anéis aromaticos (SILVERSTEIN; BASSLER;
MORRILL, 1979; ARJUNAN; SUBRAMANIAN; MOHAN, 2004; POLUNIN et al.,
2008).

657 cm™: O-H de grupo fendlico (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979).
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Figura 31: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ do corante Acid Red 151 controle
e apos a interacdo com 10 esferas com levedura imobilizada por 72, 144 e 216 horas. Obs.:

absorbancia em 657 cm™ como padrao interno.
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Figura 32: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ do corante Acid Red 151 controle
e apds a interacado com 20 esferas com levedura imobilizada por 72, 144 e 216 horas. Obs.:
absorbancia em 657 cm™ como padréo interno.
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Figura 33: Espectro de FTIR com ajuste Lorentziano da solu¢cao do Acid Red 151 apdés o
tratamento por 72 horas com 10 esferas com levedura imobilizada, na faixa de 1300 — 1000
cm™. Obs.: absorbancia em 657 cm™ como padréo interno. (—— espectro original, ——,
bandas desconvoluidas do espectro original)

Assim como foi observado através dos valores das Absorbancias Relativas que o
processo biodegradativo do corante Acid Red 151 deu inicio a partir de 72 horas de
contato tanto com 10 como com 20 esferas de alginato de calcio com a levedura
imobilizada, a andlise de FTIR também revelou a ocorréncia deste processo ja no
inicio do tratamento com o microrganismo, mostrando através dos espectros obtidos,
modificacdes que ocorreram na estrutura molecular do corante com bandas que
ficaram mais evidentes como as bandas em 1630 e 1400 cm™ que podem
representar além das ligacbes azlicas, as aminas primarias (DYER, 1969;
SHARMA; LAHIRI, 2008; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979; JUAREZ-
HERNANDE?Z et al., 2008). Segundo Jadhav et al. (2007) o aumento de intensidade
da banda em 1630 cm™ pode ocorrer devido a quebra das ligacbes azoicas
promovida pela acdo das azoredutases, liberando como metabdlitos substancias
toxicas e cancerigenas como as aminas.

Outras bandas que se destacaram com a biodegradacédo foram as bandas nas

regies de 1150, 1130 e 1110 cm™ que se referem as ligacdes -C-N- e aos grupos
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sulfénicos (FANCHIANG; TSENG, 2009; JUAREZ-HERNANDEZ et al., 2008; IYIM;
ACAR; OZGUMUS, 2008; KHALED et al., 2009).

As bandas nas regides de 1010 e 590 cm™ se referem aos anéis aromaticos
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979; ARJUNAN; SUBRAMANIAN; MOHAN,
2004; POLUNIN et al., 2008) e a banda na regido 657 cm™ se refere a hidroxila do
grupo fendlico (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979).

A estrutura molecular do Acid Red 151 e seus possiveis subprodutos apos a
guebra da molécula pela levedura estéo representados na Figura 34. O esquema foi

elaborado baseado na literatura que inclui: Ali et al. (2008), Kalme; Ghodake;
Govindwar (2007), Dhanve et al. (2009) e Dhanve; Shedbalkar; Jadhav (2008).

Amina aromatica — 1630-1400

HO3S Q Grupo fendlico-657

OH
Amina e Grupo sulfénico - 1150-1130-1110

“f

.

H N

“/

Figura 34: Caminho proposto para a degradacdo da molécula do corante Acid Red 151
apos a interacdo com as esferas de alginato de célcio com a Saccharomyces cerevisiae
imobilizada.
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N&o foi observada nenhuma mudanga quanto ao surgimento de novas bandas
nos espectros de FTIR das solugBes experimentais do Acid Red 151 apoOs os
tratamentos, mas foi possivel observar que as principais bandas, as que se referem
as ligacdes azoicas e ao grupo das aminas, sofreram aumento de intensidade com o
decorrer do tempo de tratamento, indicando que com a quebra da molécula e a
quebra das ligagBes azoicas, as aminas se desprenderam da estrutura e ficaram
mais evidentes nos espectros. Através do espectro desconvoluido foi possivel
verificar o deslocamento de bandas, como as na regido de 1155, 1130 e 1110 cm™
que, apos o tratamento por 72 horas com 10 esferas com levedura imobilizada,

apareceram na regido de 1175, 1141 e 1100 cm™, respectivamente.
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4.8 Analises de FTIR das Solucgdes que foram Tratadas com Células Livres

Os espectros de FTIR das solugbes tratadas com células livres do Acid Blue 40

estéo representados nas Figuras 35 e 36 e do Acid Red 151 nas Figuras 37 e 38.

4.8.1 Analises de FTIR do Corante Acid Blue 40

4
1185 Acid Blue 40 - pH 25
—— controle
—— 10 gotas - 48 horas
3 1230 —— 10 gotas - 72 horas
@ 2- 580
-]
1630
612
14
l A .“ 670
04
1800 1600 600

l/cm

Figura 35: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ do corante Acid Blue 40 controle
e apods o tratamento por 48 e 72 horas com 10 gotas da suspensao 2% da levedura. Obs.:
absorbancia em 850 cm™ como padrao interno.
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Figura 36: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ do corante Acid Blue 40 controle
e apods o tratamento por 48 e 72 horas com 20 gotas da suspenséo 2% da levedura. Obs.:
absorbancia em 850 cm™ como padrao interno.

As anadlises de FTIR foram realizadas a partir de 48 horas de tratamento com
células livres porque os valores das Absorbancias Relativas sofreram alteracdes
nesse tempo de tratamento, indicando o inicio do processo biodegradativo. Nao foi
observada nenhuma diferenca quanto a formacdo de bandas nos espectros das
solucdes tratadas com células livres quando comparadas com 0s espectros das
solugbes tratadas com células imobilizadas, mas foi observada aumento na
intensidade destas bandas nas solu¢des que foram tratadas com 10 e 20 gotas por
72 horas quando comparadas com 0s espectros das solucdes tratadas com essa
mesma quantidade de células livres por 48 horas, mostrando que o tempo de
tratamento influencia no processo biodegradativo.

E importante observar que com 48 horas de tratamento com apenas 10 gotas da
suspensdo 2% de células livres, a banda na regido de 1400 cm™ ja ficou mais
evidente, mostrando a possivel quebra do grupo quinona com a formacgéao do grupo
fendlico, que é caracterizada nesta regido do espectro (ABBAS et al., 2008;
DHANVE et al., 2009; POLJANSEK; KRAJNC, 2005).
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4.8.2 Analises de FTIR do Corante Acid Red 151

6 1170 AcidRed 151 - pH25
—— controle
—— 2 gotas - 48 horas
—— 2 gotas - 72 horas
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Figura 37: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ do corante Acid Red 151 controle
e apo6s o tratamento por 48 e 72 horas com 2 gotas da suspenséo 2% da levedura. Obs.:
absorbancia em 657 cm™ como padréo interno.
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Figura 38: Espectro de FTIR na regido de 1800 a 500 cm™ do corante Acid Red 151 controle
e apos o tratamento por 48 e 72 horas com 5 gotas da suspensédo 2% da levedura. Obs.:
absorbancia em 657 cm™ como padréo interno.

As andlises de FTIR do corante Acid Red 151 também foram realizadas a partir
de 48 horas de tratamento com células livres porque os valores das Absorbancias
Relativas sofreram alteragbes nesse tempo de tratamento, dando indicios do
comeco do processo biodegradativo. Foi observada a formacdo de novas bandas
nos espectros das solucdes tratadas com células livres quando comparadas com 0s
espectros das solucbes tratadas com células imobilizadas, sendo elas as bandas
nas regides de 1500, 1320 e 1280 cm™ — aminas primérias (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1979), 1070 cm™ - grupos sulfénicos (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1979), 885 e 850 cm™- anel aromatico (POLUNIN et al.,

2008). Todas as bandas ficaram mais evidentes com 72 horas de tratamento.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

A técnica de imobilizagdo da Saccharomyces cerevisiae se mostrou eficaz
para a biossorcdo e biodegradacdo dos corantes Acid blue 40 e Acid Red
151, sendo uma técnica promissora para uso em tratamento de efluentes de
industrias téxteis, pois, além de eficiente, € uma técnica simples e de baixo
custo.

A remocéo da cor ocorreu melhor nas solugbes que entraram em contato com
a levedura imobilizada por um tempo mais longo e nas que entraram em
contato com o0 maior numero de esferas com a levedura imobilizada,
chegando a atingir 61,7% de descoloracdo apds 360 horas com 20 esferas
para o Acid Blue 40 e 81,9% de descoloracao com 216 horas de tratamento
para o Acid Red 151.

Através dos valores das Absorbancias Relativas, que ndo sofreram alteragces
significativas para o Acid Blue 40, foi possivel sugerir que 0 processo
biodegradativo deste corante, deu inicio a partir de 360 horas de tratamento
com células imobilizadas. Porém, através das analises de FTIR, foi observada
a formacdo de bandas no espectro indicando a formacédo de compostos
toxicos pela biodegradacdo da molécula do corante ja a partir de 72 horas,
tanto nas solucdes que foram tratadas com 10 como nas solu¢cfes que foram
tratadas com 20 esferas de alginato de calcio com Saccharomyces cerevisiae

imobilizada.
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Com o corante Acid Red 151, os valores das Absorbancias Relativas
indicaram a ocorréncia do processo biodegradativo a partir de 72 horas de
tratamento, o que foi confirmado pelos espectros de FTIR, que mostraram
alteracées na estrutura molecular do corante e a formacdo de compostos
toxicos.

Para que as industrias téxteis possam aplicar esta técnica de imobilizacdo
celular no tratamento de seus efluentes, € necessario um controle do tempo
de tratamento, visando a ocorréncia apenas da biossor¢cdo, e nao da
biodegradacao, evitando assim a formacdo de compostos como 0S grupos
fendlicos obtidos pela biodegradacdo do Acid Blue 40 e grupos aminos,
obtidos pela biodegradacao do Acid Red 151, que sdo compostos prejudiciais
aos mananciais e a saude publica, pois sdo compostos toxicos e
cancerigenos.

Apesar do tratamento com células livres oferecer a vantagem de fazer a
remocdo dos corantes com maior rapidez, o tratamento com células
imobilizadas apresenta maior vantagem em relacdo ao aspecto econémico,
pois como as esferas com a levedura imobilizada ficam sedimentadas, n&o
seria necessaria centrifugacdo, ou um gasto de energia para separa-las do
efluente, 0 que acontece no caso do tratamento com células livres que ficam

em suspensao.
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