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RESUMO

REMOGCAO DE CROMO E ZINCO POR Aspergillus niger

Os microrganismos tém sido amplamente estudados para remocdo de diversos
contaminantes em aguas residuarias, dentre eles os metais pesados. Este estudo tem como
abordagem principal a remocéo de metais toxicos pelo fungo filamentoso Aspergillus niger
isolado do efluente de uma industria petroquimica. A pesquisa foi dividida em duas partes: a
primeira foi a verificacdo do efeito da toxicidade Zn(lIl) e Cr(V1) pelo fungo estudado, ja que
estes poluentes podem causar distlrbios as atividades microbianas e vir a comprometer
ambientes poluidos e a segunda foi a remocdo destes metais por biossorcdo utilizando a
biomassa na forma de “pellets”. Os testes de toxidade foram feitos através de verificacdo do
crescimento do fungo, em meio semi-solido, na presenca de diferentes concentragdes dos
metais. Os testes de adsorcdo foram feitos com os “pellets” da biomassa viva e morta. Foram
avaliadas as caracteristicas de superficie da biomassa através da determinacdo do ponto de
carga zero, identificacdo dos sitios de adsor¢do da biomassa e analise de microscopia
eletronica de varredura. A capacidade de adsorcdo da biomassa foi determinada através de
estudos cinéticos e de equilibrio de adsorcéo. Os estudos de toxicidade indicaram que o fungo
estudado foi mais resistente ao Zn(ll) que ao Cr(VI), sendo completamente inibido em
concentracdes superiores a 500 mg Zn(ll).L™ e 150 mg Cr(VI).L*. A concentracdo do
ingrediente ativo capaz de inibir 50% do crescimento micelial do fungo esta na faixa e 100 a
150 mg.L™, para os dois fons metéalicos. Na biomassa foi verificada a presenca de grupos
carboxilicos, hidroxil, aminos e fosfatos, indicando que esta pode ser usada para biossorcao
de metais. O fungo apresenta estrutura fibrosa, o que favorece a adsor¢cdo de metais. O
processo de adsorcdo dos metais, tanto pela biomassa viva quanto pela biomassa morta, se
ajustou aos modelos cinéticos pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem e o equilibrio
seguiu modelos de Langmuir e Freundlich para concentragdes de adsorvato menores que
50mg.L™* e Freundlich para concentracdes adsorvato superiores 50mg.L™. Isso sugere o
processo de biossorcdo dos metais se da por mecanismos fisicos e quimicos. Foram
encontradas capacidades de sorcdo de 1,369 mg Zn(ll).g* e 1,174 mg Cr(VI).g™" para
biomassa viva e de 3,833 mg zn(Il).g™ e 4,997 mg Cr(VI).g" para biomassa morta. A
biomassa morta apresentou maior capacidade de sorcao tanto para Cr(V1) quanto para Zn(ll).
O fungo Aspergillus niger apresenta potencial para remocdo de Zn(l1) e Cr(V1).

Palavras chave: Fungos, metais toxicos, biossorcdo, isotermas.



ABSTRACT
REMOVAL OF CHROMIUM AND ZINC BY Aspergillus niger

Microorganisms have been widely studied for the removal of various contaminants in
wastewater, among them heavy metals. This study is the main approach of metal removal by
filamentous fungus Aspergillus niger isolated from the effluent of a petrochemical industry.
The research was divided into two parts, the first was to check the toxicity effect of Zn (1)
and Cr (VI) by the fungus studied, since these pollutants can cause disturbances to microbial
activity and eventually jeopardize the polluted environments and the second was the removal
of these metals by biosorption using biomass in the form of pellets. The toxicity tests were
done by testing the growth of the fungus, in semi-solid in the presence of different
concentrations of metals. The adsorption tests were made with the pellets of live and dead
biomass. The surface characteristics of biomass were evaluated by determining the point of
zero charge, identification of sites of adsorption of biomass and analysis of scanning electron
microscopy. To evaluate the adsorption capacity of biomass were performed kinetic studies
and equilibrium adsorption. The toxicity studies indicated that the fungus has been studied
more resistant to Zn (11) to Cr (V1), being completely inhibited at concentrations above 500
mg Zn (11).L™" and 150 mg Cr (VI).L™. The concentration of active ingredient capable of
inhibiting 50% of mycelial growth is in the range and 100 to 150 mg.L™ for the two metal
ions. Biomass was observed in the presence of carboxyl groups, hydroxyl, amino and
phosphate, indicating that this can be used for biosorption of metals. The fungus has fibrous
structure, which favors the adsorption of metals. The adsorption of metals to the living
biomass as the dead biomass, fitted kinetic models of pseudo-first order and pseudo second
order and the equilibrium followed the Langmuir and Freundlich models for adsorbate
concentrations smaller than 50mg.L" and the Freundlich model when adsorbate
concentrations biggest than 50mg.L™. This suggests the process of biosorption of metals
occurs by physical and chemical mechanisms. Sorption capacities were found to 1,396 mg
Zn(11).g™* and 1,174 mg Cr(V1). g™ for living biomass and 3,833 mg Zn(l1).g™* and 4,997 mg
Cr(VI1).g™* for dead biomass. The dead biomass showed higher sorption capacity for removal
of Cr (V1) as Zn (Il). The fungus Aspergillus niger has a potential to remove Zn (11) and Cr
(V).

Keywords: Fungi, toxic metals, biosorption, isotherms.
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1. INTRODUCAO

O interesse na recuperacdo e remocgdo de ions metalicos pesados presentes em
aguas residuarias é conseqiiéncia do crescente conhecimento do efeito nocivo dos metais
pesados ao ambiente, e a rapida industrializacdo é o principal responsavel pela presenca
desses poluentes no ambiente. A remocdo de metais de aguas residudrias é usualmente
realizada através de processos fisico-quimicos antes do despejo destes efluentes em corpos
d’agua naturais. Dentre os métodos fisico-quimicos usados para a remocao de metais pesados
estdo: precipitacdo, coagulacdo, processos de reducdo, troca ibnica, processos de separacdo
por membrana (ultrafiltracdo, eletrodidlise e osmose reversa) e adsorcdo (DEAN; BOSQUI,
LANOQUETTE, 1972; GOYAL; JAIN; BANERJEE, 2003). A maioria destes processos
apresenta varios fatores limitantes. Os tratamentos fisico-quimicos convencionais, como a
precipitacdo e a coagulacdo, sdo menos eficientes e mais caros quando a concentracdo do
metal estd compreendida entre 1 e 100mg/L, além disso geram lodo, que é um novo residuo a
ser tratado (GOYAL,; JAIN; BANERJEE, 2003; SOUSA, 2007).

O tratamento por processos de membrana € inviavel, atualmente, para remocéo de
metais pesados pelos custos elevados, complexidade dos processos e baixa eficiéncia de
remoc¢do. Varios materiais de origem bioldgica estdo sendo estudados como adsorventes de
metais na tentativa de diminuir custos com métodos de remogdo de metais e menor gasto de
energia e menor efeito poluidor. Sdo exemplos destes materiais bagaco de casca de coco,
casca e palha de grdos (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995; REIS; OLIVEIRA; ROCHA,
2005), microrganismos, microalgas e materiais de plantas (PARK et al., 2005).

Devido ao avango da biotecnologia, muitos microrganismos estdo sendo
estudados para a biossorcdo e bioacumulacdo de diversos metais. O termo bioacumulagéo é
usado quando organismos Vvivos estdo envolvidos e o termo biossorcdo para organismos
mortos (WASE; FORSTER, 1997). Por exemplo, Aspergillus niger (PRICE; CLASSEN;
PAYNE, 2001) e Saccharomyces cerevisiae sdo usados para remoc¢do de cadmio, cobre,
chumbo, cromo, zinco, uranio, entre outros metais (NAKAJIMA; SAKAGUCHI, 1986; SUH;
YUN; KIM, 1999). Aureobasidium pullulans também € bastante tolerante a metais, por isso
estd sendo estudado, principalmente para remocdo de poluentes de solos (SMITH, 1977);
biomassa algal, bactérias e leveduras tém sido usadas para remoc¢do de Cadmio (VOLESKY;
HOLAN, 1995; MATHEICKAL; YU; WOODBURN, 1998).



Vérios estudos mostram o potencial de biomassa de microrganismos vivos e
mortos e de plantas para adsor¢do de ions metalicos pesados em solucbes (VOLESKY;
HOLAN, 1995; BAILEY et al.,, 1999). A biomassa de microrganismos mortos oferece
vantagens em relacdo a biomassa viva, tais como, ndo ha restricGes quanto a toxicidade, ndo
requer uso de nutrientes e é possivel recuperar as espécies metalicas através de métodos de
dessorcdo. Mas o uso da biomassa viva (SUH; YUN; KIM, 1999; PRICE; CLASSEN;
PAYNE, 2001; DURSUN et al., 2003; COGEEVARAM et al., 2007) ndo deve ser
descartado, tendo em vista, que a maioria dos sistemas de tratamento convencionais, usa
microrganismos vivos para remocao de poluentes. Usando-se culturas vivas para remocdo de
metais evitam-se 0s processos produtivos de preparo da biomassa, como pulverizacdo e
secagem da mesma. Algumas limitacbes da biomassa viva como, sensibilidade ao pH,
toxicidade a metais, podem ser minimizados via sele¢do de espécie (YUN-GUO et al., 2006)
e exploracdo das condig¢des nutricionais (GADD et al., 2001). Vérios tipos de biomassas
microbianas, semelhantes a algas, bactérias e fungos sdo conhecidos pela capacidade
biossortiva (ZHOU; HUANG,; LIN, 1998). Contudo, a biomassa fungica oferece a vantagem
de possuir parede celular com mais substancias com propriedades ligantes para metais que
outros microrganismos (YUN-GUO et al., 2006).

A remocdo biossortiva de ions metalicos de solugbes aquosas depende,
principalmente, do mecanismo quimico que envolve as interacdes dos ions metalicos com a
parede celular do adsorvente (FOUREST; ROUX, 1992); mas o mecanismo de liga¢éo do ion
metélico ao adsorvente ainda ndo foi totalmente elucidado.

No contexto, este trabalho pretende estudar o uso da biomassa do fungo
Aspergillus niger para remocao e recuperacdo de Cr(VI) e Zn(Il) de aguas residuarias, tendo
em vista que a biomassa de fungos comporta-se como adsorvente para metais ja que a sua
parede celular contém muitos grupos funcionais que atuam como sitios de ligacdo para metais
e que estes métodos s@o menos poluentes, sdo menos dispendiosos e consomem menos
energia que os métodos convencionais aplicados para os mesmos fins (GUPTA et al., 2000;
COULIBALY; GOURENE; AGATHQOS, 2003; DAS, 2008; MUKHOPADHYAY, 2008).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

v “Avaliar a remocdo de Cr(VI) e Zn(ll) de aguas residudrias, por adsor¢do em

Aspergillus niger

2.2. Objetivos especificos

v Estudar a toxicidade de Zn(ll) e Cr(V1) para o fungo Aspergillus niger;

v Caracterizar a morfologia da superficie do fungo quanto ao ponto de carga
zero;

v’ Caracterizar a morfologia da superficie por microscopia de varredura eletrénica;

v/ Caracterizar a biomassa quanto a presenca de grupos funcionais, aptos a
biossorcédo de Zn(l1) e Cr(V1);

v'Comparar a capacidade de sorcdo de Cr(VI1) e Zn(ll) pelas biomassas, viva e
morta;

v’ Determinar a cinética e o equilibrio de adsor¢do, e caracterizar quanto ao
modelo de adsorcéo que melhor descreve o processo.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Metais pesados

Os metais estdo presentes no ambiente de forma natural através de rochas e
sedimentos, embora as atividades antropicas sejam as principais fontes de entrada destes
poluentes no ambiente.

O termo "metal pesado” refere-se a qualquer elemento metélico
que tem densidade acima de 5g.cm® e é tOxico Ou  Venenoso
mesmo em baixas concentragcdes (TOES et al., 2004); ou ainda, metais pesados sdo elementos
quimicos que apresentam numero atdmico superior a 22. Entretanto, a definicdo mais
difundida é a de que os metais toxicos sdo aqueles que em pequenas concentracdes
apresentam efeitos adversos a saude publica (PIVELI; KATO, 2005). Estes sdo constituintes
naturais da crosta terrestre, mas também retornam ao ambiente através de rejeitos da atividade
humana. Uma das principais fontes antropogénicas de poluicdo por metais pesados sdo as
operacdes de mineracdo, de fundicdo (DURUIBE; OGWUEGBU; EGWURUGWU, 2007),
galvanizacdo de pegas metélicas, eletrodeposic¢do, curtimento de couro, fabricacdo de tintas
(SELVI; PATTABHI; KARDIVELU, 2001), corantes, indUstria petroquimica e manufatura
de pecas de automoveis (GOYAL,; JAIN; BANERJEE, 2003).

Os metais toxicos sdo conhecidos por exercerem efeitos nocivos a
microrganismos através de suas fortes capacidades de formar compostos de coordenagdo com
os componentes da parede celular de microrganismos, pois as células microbianas contém
muitos grupos funcionais que possibilitam ligacdes com metais. Os efeitos toxicos dos metais,
incluindo bloqueio de grupos funcionais biologicamente importantes e deshaturacdo de
enzimas, podem ser inibidos pela complexacdo e precipitacdo extracelular (GADD, 1992;
VALIX; LOON, 2003).

Metais toxicos presentes em efluentes industriais reduzem a capacidade
autodepurativa das aguas devido a acdo tdxica que exercem aos microrganismos ja que 0s
mesmos sdo responsaveis pela recuperacdo das aguas atraves da decomposi¢do de material
organico e outros poluentes (AGUIAR; NOVAES; GUARINO, 2002). Sendo assim, é
necessaria a remocao dos mesmos de modo a garantir o equilibrio da biota aquatica e evitar

gue cheguem ao homem através da cadeia alimentar ou contado com solo, ar e 4gua poluidos.



Evitar a poluicdo industrial & tecnicamente viavel, mas nem sempre o €
economicamente. As industrias devem construir estagdes de tratamento de efluentes que
reduzam os teores de contaminacdo aos niveis permitidos por lei, o que nem sempre é
observado.

Os graves problemas ambientais gerados pelo aumento consideravel dos descartes
de efluentes industriais que contém metais pesados, nos rios e mares, aliados as leis
ambientais cada vez mais rigorosas, estimularam a realizacdo de pesquisas nesta area levando
a busca por métodos alternativos de baixo custo e consideravel eficiéncia para tratamento de
agua e de efluentes (SENTHILKUMAAR et al., 2000; GUPTA; ALI, 2004; CONAMA,
2005; SRIVASTAVA; AHMAD; THAKUR, 2007; PAGNANELLI et al., 2009).

3.1.1. Cromo

Cromo é um metal cinza, com forma cristalina cubica, sem odor e muito resistente
a corrosdo. E o sétimo metal mais abundante da Terra como um todo e ndo é encontrado na
natureza na forma livre. Pode ser encontrado em varios estados de oxidacdo, sendo mais
estavel nos estados de oxidacdo de +3 e +6 (KHAMBHATY et al., 2009), ou seja, trivalente e
hexavalente, aparecendo na composicdo de 6xidos, sulfatos, cromatos, e também como metal
livre, na forma elementar, nos processos de recobrimento de superficies (LEE, 1996). A
ocorréncia natural se da, quase sempre no estado trivalente enquanto a presenca de cromo
hexavalente, em geral, é derivada da atividade humana.

Embora o cromo trivalente seja considerado como nutriente essencial para os
seres humanos e seja menos toxico que o hexavalente, uma exposi¢do em longo prazo causa
reacOes alérgicas na pele e cancer (WHO, 1998). “International Agency for Research on
Cancer” (IARC, 1997) ressalta que o cromo hexavalente € carcinogénico a humanos e outros
animais. A elevada toxicidade de Cr(VI) esta relacionada com sua capacidade em atravessar a
membrana celular e com sua forga como agente oxidante (GIRARD; HUBERT, 1996; RAJI,
ANIRUDHAN, 1998).

O Cr (VI) induz toxicidade cronica variada denominada de acordo com a doenca
causada:  neurotoxicidade, dermatotoxicidade, genotoxicidade, carcinotoxicidade,
imunotoxicidade (O’BRIEN; CERYAK; PATIERNO, 2003). Dai a importancia em se

remover este metal dos efluentes.



Este metal & muito empregado pelas industrias, principalmente as de
galvanoplastia, nas quais sdo realizados processos de cromatagdo de peca (BAYATI;
SHARIAT; JANGHORBAN, 2005). Ele também pode ser introduzido no ambiente através do
lancamento de efluentes de curtume; de processos de eletrodeposi¢cdo, manufatura de tintas,
fabricacdo de ago, escoamento superficial em lavouras, processamento e metais (SELVI;
PATTABHI; KARDIVELU, 2001; PARK et al., 2005; 2007) de aguas de refrigeracdo de
processos, que o empregam como agente inibidor de corrosdo (PIVELI; KATO, 2005) e de
processos petroquimicos (GOYAL; JAIN; BANERJEE, 2003; SOUSA, 2007). De acordo
com a resolucdo 357/2005 do CONAMA a concentracdo maxima de cromo total permitida
para lancamento de efluentes é 0,5mg Cr.L™' (CONAMA, 2005). Ja a portaria 518/04 do
Ministério da Salde enquadra esta substancia no grupo de padrdo de potabilidade de
substancia que apresentam riscos a saude estabelecendo valor maximo permitido em agua
potavel, de 0,05 mg Cr.L™* (SAUDE, 2010)

O cromo (V1) é hidrolisado extensivamente em &gua, resultando em espécies
anibnicas ou neutras. As espécies ionizadas sdo os ion hidrogeno-cromato (HCrOy,'), cromato
(CrO4%) e dicromato (Cr,07%). Alguns estudos evidenciam a formacdo de 4cido crémico
(H,CrO,) em concentracdes muito 4cidas, em pH menores que 1. O HCrO4*, ocorre em pH
entre 1 e 6; CrO,> em pHs maiores que 6 e 0 Cr,0+* ocorre quando a concentracdo de cromo
excede 1g.L™ (OLIVEIRA, 2008).

Os processos para remocao deste metal toxico em &guas residuérias, como resina
de troca ibnica, precipitacdo quimica, eletroflotacdo sdo bastante caros, fato esse, que
despertou o interesse em tecnicas de remocdo menos dispendiosas, COMO 0S Processos

bioldgicos.

3.1.2. Zinco

O zinco é um metal de coloracdo branco-azulada, de numero atdbmico 30, e 0
vigésimo quarto elemento mais abundante na crosta terrestre (AGRAWAL; SAHU;
PANDEY, 2004). E um elemento essencial a0 metabolismo dos seres vivos, porém em
concentracBes superiores a 5,0mg Zn(I1).L™ pode causar efeitos toxicos em peixes e algas e

no ser humano, como envenenamento cumulativo, cancer, danos no cérebro, irritacdo cutanea,



anemia, dor de estdbmago, entre outros (WHO, 2001; AGRAWAL; SAHU; PANDEY, 2004,
SOUSA, 2007).

O zinco é liberado para o ambiente por fontes naturais e atividades industriais,
como mineragdo e fundi¢do, queima de petroleo, producdo de armas (AGRAWAL; SAHU,;
PANDEY, 2004), fabricacdo de ligas metélicas e também pela indlstria de galvanoplastia, na
forma metalica e de sais de sulfetos, cloretos, cianetos, entre outros (TUNALI, 2006;
DURUIBE; OGWUEGBU; EGWURUGWU, 2007). Ele é usado em ligas principalmente
como protetor de corrosdo para produtos de ferro e aco. Também é usado na producdo de
elementos galvanicos, chapas de impressdo, como agente caustico na estampa de téxteis e
como agente de reducdo, na industria metallrgica, para a obtengdo de prata e ouro. Alguns
compostos organicos de zinco sdo aplicados como pesticidas. O zinco chega as aguas de
superficie e subterraneas através dos efluentes da industria de zinco; efluentes doméstico
apresentam um teor médio de zinco de 0,1 a 1 mg Zn.L™ e nas 4guas subterraneas o teor de
zinco varia de 10 a 40 pg Zn.L*(SANTOS; HORBE; SILVA, 2009). De acordo com a
resolucdo 357/2005 do CONAMA a concentracdo maxima de zinco total permitida para
lancamento de efluentes é 5mg Zn.L™ (CONAMA, 2005). Segundo o Ministério da Satde o
zinco ndo € considerado como substancia perigosa a saude humana na dgua e seu o padrao de
aceitacdo em aguas para o consumo humano é de 5mg Zn.L™* (SAUDE, 2010)

Ndo se conhece toxicidade cronica por zinco, através da ingestdo pela
alimentacdo. A inalagdo de vapores de zinco, leva a febre de vapores metélicos (febre de
fundigdo), que é caracterizada por nausea, tosse e depressdo. Envenenamentos cronicos apds
inalacdo foram descritos em casos isolados (fibrose pulmonar). Doses altas de sais de zinco de
150 a 2000 mg. Zn.dia™® , ingeridos oralmente, levam a perturbagdes do trato-intestinal,
anemia, leucopenia (WHO, 2001).

Os processos de tratamento empregados para remo¢do de zinco de aguas
residudrias envolvem a precipitacdo quimica. A recuperacédo ¢ efetuada pela troca i6nica ou
evaporacdo, que Sao0 processos que apresentam altos custos (AGUIAR; NOVAES;
GUARINO, 2002).



3.2. Legislagdo ambiental e qualidade das aguas residuérias

Geralmente o impacto ambiental provocado pelo descarte de aguas € avaliado pela
toxicidade dos constituintes e pela quantidade de compostos organicos e inorganicos
presentes. Os contaminantes presentes nas aguas residuarias podem causar efeitos diferentes
sobre 0 meio ambiente. Ap6s o descarte, alguns deles permanecem dissolvidos, ao passo que
outros podem precipitar. Acredita-se que os efeitos mais nocivos ao meio ambiente sdo
aqueles relacionados aos compostos que permanecem sollveis apds o descarte do efluente
liquido (COSTA et al., 2003)

No Ceard, a Superintendéncia Estadual do Meio Ambiente- SEMACE dispGe
sobre os padrdes e condicBes de langcamento de efluentes liquidos, através da portaria 154 de
2002, a qual cita no artigo 1° que as industrias instaladas em Distritos Industriais dotados de
Sistema Publico de Esgoto provido de Estacdo de Tratamento deverdo, obrigatoriamente,
utilizar-se do referido sistema (SEMACE, 2002). Desta forma, elas tém que se adequar aos
niveis maximos de lancamento estabelecidos pelo 6rgdo regulador e, em se tratando dos
metais cromo e zinco, estes sdo 0s mesmos estabelecidos pelo CONAMA na Resolucdo n°
357 de 2005 (CONAMA, 2005).

3.3. Tratamentos convencionais empregados na remogao de metais

Atualmente o tratamento de efluentes € uma das preocupacdes das industrias,
principalmente daquelas que produzem grandes quantidades de efluentes poluidos com metais
pesados, pois estes requerem tecnicas especificas de tratamento, que na maioria das vezes
apresentam custos bastante elevados para as mesmas.

O tratamento especifico a ser escolhido ou a adaptacdo de um tratamento
convencional j& empregado vai depender da forma em que 0S metais encontram-se em
solucdo. Existem diversos processos que podem ser empregados para remocao de metais em
efluentes, dentre eles a precipitacdo, a troca idnica, 0s processos de separa¢do por membrana,
a adsorcao em carvao ativado, a osmose reversa, 0s tratamentos eletroquimicos. Os processos

de tratamento convencionais mais utilizados para remocao de metais sdo:

Precipitacdo: Baseia-se na precipitacdo de metais através da mudanca de pH,
pelo uso de um produto quimico, como, alumina, cal, sais de ferro e polimeros
organicos(AHALYA; RAMACHANDRA; KANAMADI, 2003), favorecendo a formacdo de



hidroxidos insoluveis, sais basicos e hidroxido de ferro. O processo visa agregar as particulas
em um precipitado, para que as mesmas sedimentem e sejam removidas mecanicamente. Este

€ 0 processo mais utilizado para remocao de metais em efluentes.

Troca idnica: O processo de troca idnica baseia-se na troca de ions presentes em
uma solucdo (contaminante) por ions presentes em uma resina sintética. Essas resinas
sequestram o0s ions presentes na solucdo por meio de uma reacdo quimica, acumulando-as.
Sendo assim, é necessario regenerar a resina com acido ou hidroxido de sédio removendo os
ions incorporados e tornando possivel a sua reutilizacdo por vérias vezes. Apesar do processo
de troca idnica ser o mais eficiente na remocédo de metais pesados, ele apresenta desvantagens
como custos elevados com aquisicdo da resina (AHALYA; RAMACHANDRA;
KANAMADI, 2003) e necessidade de reposi¢do temporaria devido a desgastes sofridos por

substancias agressivas presentes no efluente.

Osmose reversa: consiste em um processo de separacdo no qual forca-se a
passagem de uma solugdo atraves de uma membrana permeével ao solvente e impermeével ao
soluto.

Um dos principais usos € a purificacdo de aguas. Nesse processo empregam-se
membranas sintéticas porosas com tamanho de poros tdo pequenos que filtram os sais
dissolvidos na &gua. Para que a agua passe pelas membranas é necessario pressuriza-las a
mais de 10 Kgf/cm2 (AHALYA; RAMACHANDRA; KANAMADI, 2003).

Tratamento eletroquimico: Baseia-se na aplicacdo de um potencial capaz de
oxidar ou reduzir o substrato de interesse, tais como ions metalicos, cianetos, compostos
organoclorados e hidrocarbonetos. Neste processo o elétron € o principal reagente, evitando o

uso de outros compostos quimicos que sejam toxicos (FREIRE et al., 2000).

Adsorc¢do em carvédo ativado: O uso de carvdo ativado como adsorvente é muito
frequente. Os carvOes ativados sdo materiais carboniferos porosos que sofreram um processo
de modificacdo para aumentar a porosidade interna (COONEY, 1999). A superficie do carvao
ativado tem cargas negativas e cargas positivas para atrair ions livres em solucdo. A
desvantagem do uso desta técnica consiste nos custos com o pré-tratamento que o carvado
ativado deve receber para a adsorcéo de metais (MONSER; ADHOUM, 2002).



10

3.4. Adsorgéo

A adsorcdo é um dos metodos de remocdo de poluentes de efluentes mais
eficientes, especialmente se o adsorvente é barato e facilmente disponivel. Embora o carvdo
ativado seja o adsorvente mais usado para o tratamento de aguas e efluentes, entretanto, os
custos de producdo e recuperacao bastante elevados (KHALED et al., 2009), levaram a busca
de materiais mais baratos, alguns considerados como residuos de processos industriais e que
se enquadrassem dentro dos perfis ecoldgicos evidenciados na atualidade, com o0s residuos
agroindustriais, microrganismo e algas (CHAALAL; ZEKRI; ISLAM, 2005; HO;
OFOMAJA, 2006; VILAR; BOTELHO; BOAVENTURA, 2007).

De forma geral, a adsor¢do é o fenébmeno de acumulacdo de uma substancia em
uma interface, mas em um conceito mais restrito, a adsor¢cdo € um processo de transferéncia
de um ou mais constituintes (adsorvatos) de um fluido (liquido ou gasoso) para a superficie de
uma fase solida (adsorvente). No processo de adsorcdo as moléculas presentes na fase fluida
sdo atraidas para a zona interfacial devido a existéncia de forcas atrativas ndo compensadas na
superficie do adsorvente que atraem as moléculas de um fluido em contato por um tempo
finito, criando um campo elétrico de forca no ambiente ao redor.

A adsorcdo pode acontecer de duas formas: adsorcao fisica e adsorcdo quimica.
Contudo, estas podem ocorrer simultaneamente, ou pode haver processos intermediarios de
adsorcdo (RUTHVEN, 1984).

A adsorcédo fisica ocorre quando as forcas intermoleculares de atracdo na fase
fluida e na superficie sélida sdo maiores que as forcas atrativas intramoleculares,
constituindo-se em uma interacdo fraca com a superficie, sendo reversivel. As moléculas sdo
atraidas para todos os pontos da superficie. Na adsorcao fisica nenhuma ligacdo é quebrada ou
feita, a natureza quimica do adsorvato permanece inalterada e o equilibrio de adsorcéo é
alcancado em menor tempo que na adsorcdo quimica (CIOLA, 1981).

A adsorcdo quimica ou quimissorcdo envolve a interacdo quimica entre o fluido
adsorvido e o s6lido adsorvente, conduzindo a formacdo de um composto quimico de
superficie ou complexo de adsorcdo, através do rearranjo de elétrons do fluido. E
caracterizada por uma interacdo forte com a superficie, sendo dificil separar o adsorvente do
adsorvato (RUTHVEN, 1984). As moléculas ndo sdo atraidas para todos os pontos da
superficie e dirigem-se para 0s centros ativos. A Tabela 1 apresenta as principais diferengas

entre adsorgéo fisica e quimica.
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Tabela 1. Principais diferengas entre adsorcao fisica e adsor¢do quimica.

Adsorcao fisica Adsorcao quimica
Causada por forcas de Van der Waals Forcas eletrostaticas e ligacdes covalentes
N&o hé transferéncia de elétrons H4 transferéncia de elétrons
Calor de adsorgdo de 2 a 6 Kcal/mol Calor de adsorgéo de 10 a 200 kcal/mol
Fendmeno geral para qualquer espécie Fendmeno especifico e seletivo
Formacdo de multicamadas Formacao de monocamadas
Facil dessorcéo Dificil dessorcao
Adsorvente quase nado ¢ afetado Adsorvente altamente  modificado na
superficie

Fonte: (RUTHVEN, 1984; DABROWSKI, 2001; BAGGIO, 2007)

Segundo Veglio e Beolchini (1997), no caso de biossorcdo, o equilibrio de
adsorcao ¢ influenciado por condic¢des operacionais:

(1) A temperatura entre 20 e 35 °C ndo afeta a biossorcdo (COGEEVARAM et
al., 2007);

(2) O pH é o fator mais importante nos processos biossortivos: afeta o estado de
oxidacdo de ions metalicos em solucdo, a atividade de grupos funcionais da biomassa e a
competicdo de ions metalicos;

(3) A concentracdo de biomassa em solucdo influencia na capacidade biossortiva;

(4) A biossorgdo em alguns casos € seletiva: a remocdo de um metal pode ser
influenciada pela presenca de outros metais (WASE; FORSTER, 1997).

A adsorcdo pode ser avaliada por isotermas de adsorcdo que sdo obtidas a partir
do contato da solucdo contendo o componente a ser adsorvido com diferentes massas do
adsorvente a mesma temperatura até atingir o equilibrio. Apos filtracdo obtém-se a
concentracéo de equilibrio em solugdo (mg.L™) e a quantidade de material adsorvido (mg.g™).
As curvas, assim obtidas, sdo isotermas e podem apresentar-se de varias formas, fornecendo
informacBes importantes sobre o mecanismo de adsor¢cdo (COONEY, 1999; FALONE;
VIEIRA, 2004). Estas sdo equacbGes mateméticas e descrevem a adsorcdo, sem fornecer
informacOes sobre 0s mecanismos de reacGes envolvidos (SOUZA; CHAVES;
FERNANDES, 2007).

As isotermas de adsorcdo podem apresentar diversas formas, como representado

na Figura 1. Na isoterma linear a quantidade adsorvida é proporcional & concentracdo do
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fluido. As isotermas convexas sdo favoraveis, pois grandes quantidades adsorvidas podem ser
obtidas com baixas concentracfes de soluto. Por outro lado, as isotermas concavas ndo sdo
favoraveis, pois pequena quantidade de adsorvato é retida, mesmo em altas concentracGes de

soluto.

Treversivel

avoravel
Extremamente
favoravel

Linear

W (g adorvidalg solido)

C, ppm

Figura 1- Formas comuns de uma isoterma de adsorcao (ALVES, 2007).

A quantidade de material adsorvido por unidade de massa de material adsorvente

(Q) em mg.g ™ obtida em reatores do tipo batelada é calculada pela equacdo 1:

m

Q

Onde:
Co= Concentragdo inicial do adsorvato (mg.L™)

(Ea. 1)

Ce= Concentracio final do adsorvato ou concentrag&o no equilibrio (mg.L™)
V= volume da batelada (L)
m= massa do adsorvente (Q)

Os modelos de isotermas de adsor¢do mais usados na modelagem da adsorcéo séo
0s modelos de Langmuir, Freudlinch e Braunauer, Emmet e Teller (BET), os quais dependem
das caracteristicas do adsorvente, do adsorvato e das interacdes entre eles, podendo
apresentar-se de formas diferentes (RUTHVEN, 1984).
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3.4.1. Isoterma de Langmuir

Esse € 0 modelo mais usado de isotermas de adsor¢do. Neste modelo considera-se
que as moléculas adsorvidas aderem a superficie do adsorvente em sitios definidos e
localizados, com adsor¢cdo em monocamada em superficie homogénea; que cada sitio pode
acomodar somente uma Unica molécula adsorvida; a energia da molécula adsorvida é a
mesma em todos os sitios da superficie e esta apresenta interacdo desprezivel com as
moléculas adsorvidas nos sitios vizinhos e com o0 meio (COONEY, 1999; MILHOME, 2006;
SOUZA; CHAVES; FERNANDES, 2007). Além disso, a adsor¢do completa-se quando todos
os sitios sdo ocupados, correspondendo a monocamada de adsorvato. Portanto, este modelo
propde um numero limitado de sitios de adsorcdo no adsorvente e a adsorcdo aumenta
linearmente com a concentracdo do soluto até atingir um valor constante.

A isoterma de Langmuir é representada pela equacéo 2, que consiste em um ajuste

ndo linear:
Q=i (Eq. )
Ou, por sua forma linearizada (y = ax + b), equacéo 3:
e =
Onde:

Q é a quantidade adsorvida por massa de adsorvente (mg.g™):;
C. é aconcentracdo do adsorvato no equilibrio (mg.L™);
Qnm é a capacidade maxima de adsorcdo (mg.g™);

b é a constante de Langmuir (L.mg™).

Os parametros Qm e b sdo relacionados com a capacidade maxima de adsorcdo e
com a energia de ligacdo da adsorcdo, respectivamente (ROZADA et al., 2008) e sdo
determinados experimentalmente atravées do coeficiente linear (a) e do coeficiente angular (b)

« - 1 1 i
da equacdo da reta resultante do grafico de 6 Versus c respectivamente. Quando

e

representada graficamente a isoterma de Langmuir é caracterizada por um platé que indica
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adsorcdo em monocamada em sitios energeticamente idénticos. E um modelo para gas ideal,
mas muito citado na literatura para representacdo da biossorcdo de metais em &guas
residuarias.

De acordo com Kadirvelu (2001); Babel e Kurniawan (2004), as caracteristicas
essenciais da isoterma de Langmuir podem ser explicadas em termos de uma constante
adimensional que é o fator de separacdo (R_) para prever a caracteristica isoterma de
Langmuir pode-se utilizar o fator adimensional de separacdo R, definido na equacéo 4:

1

R, = Eq. 4
" 1+bC, (Ea-4)

Onde,

b é a constante de Langmuir (L.mg™).;

C, é a concentraco inicial de adsorvato (mg.L™);

O valor de R_ indica se a isoterma de Langmuir é favoravel, ndo favoravel,

irreversivel ou linear, como mostrado na Tabela 2:

Tabela 2. Valores de R, para cada tipo de isoterma.

Valor de R Tipo de isoterma
R>1 Né&o favoravel
R.=1 Linear

0<R. <1 Favoravel
=0 Irreversivel

Este modelo é bastante tedrico e falho em alguns aspectos, devido a
heterogeneidade da maioria das superficies adsorventes. Na adsorcdo quimica, por exemplo,
tipos distintos de sitios ativos tém capacidades diferentes de adsor¢do para um determinado
composto ou a adsor¢do pode ocorrer somente em sitios puramente especificos, sendo o
restante do material diferente (RUTHVEN, 1984; BAGGIO, 2007). Apesar das limitacfes
este modelo é bastante empregado para interpretar o comportamento da adsorcdo no
equilibrio, de vérios sistemas, como por exemplo, para representacdo gréafica da remogéo de
metais em aguas residuérias (SHENG et al., 2004; DURSUN, 2006). Entretanto, se o
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equilibrio de adsorcdo ndo seguir o0 modelo de Langmuir, ou seja, a adsor¢do nao ocorrer em
monocamadas, pode ser aplicado o0 modelo de Freundlich.

3.4.2. Isoterma de Freundlich

A isoterma de Freundlich, proposta em 1907(FREUNDLICH, 1907), representa
uma relagéo quantitativa, na qual adsor¢éo do soluto aumenta indefinidamente com o aumento
da concentragdo. E freqiientemente utilizada para descrever o equilibrio de adsor¢do em
sistema com superficie heterogénea assumindo que a energia de distribuicdo para os sitios de
adsorcdo é essencialmente exponencial. Assim, alguns sitios sdo altamente energéticos,
ligando fortemente o soluto adsorvido, enquanto outros sdo pouco energéticos, ligando
fracamente o soluto adsorvido. Este modelo pode ser aplicado a sistemas ndo ideais, em
superficies heterogéneas e sorcdo em multicamadas (COONEY, 1999). A isoterma de

Freundlich € representada pela equagéo 5:
Q=pc) (Eq. 5)

Ou pela sua forma linear (y = ax + b) e aplicacdo de logaritmo em ambos os lados

da equacdo, equacao 6:

logQ = IogP+(%)IogCe (Eq. 6)
Onde:
Q é a quantidade adsorvida por massa de adsorvente (mg.g™);
% ¢ a constante de Freundlich relacionada a intensidade de adsorcéo;
P é constante de adsorcdo de Freundlich (L.mg™), relacionada & capacidade

de adsorcao;
Ce é concentracio de adsorvato no equilibrio (mg.L™).

O parametro n é geralmente superior a um. Quanto maior o valor de n significa

que o sistema é mais heterogéneo, resultando em uma néo linearidade da isoterma de adsorcao
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(LESMANA et al., 2009). O valor de n indica adsorcdo favoravel quando 1 < n < 10
(BRANDAO, 2006).

A representacdo grafica de log Q versus log C. é uma funcdo linear, cuja
inclinacdo é igual a 1/n e na intersecdo com o eixo log Q é igual ao log P. Portanto, através
dos coeficientes angular e linear da reta, pode-se calcular n e P, respectivamente (SOUSA,
2007).

Na literatura sdo citados alguns trabalhos sobre biossorcdo de metais
(AGRAWAL; SAHU; PANDEY, 2004; KARGI; CIKLA, 2006), os quais descrevem que 0
equilibrio de adsorc¢éo, para biossorcdo de metais, pode seguir o comportamento das isotermas
de Langmuir ou de Freundlich, dependendo das caracteristicas da biomassa, dos metais e das
condicdes operacionais. Yin et al. (1998) observaram que o fendmeno de biossorcdo de Cd(ll)
em batelada pelos fungos Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae, Rhizopus arrhizus e
Aspergillus oryzae foi melhor descrito pelo modelo de Langmuir, evidenciando que a
superficie de adsorcédo destes fungos é homogénea e a adsor¢do ocorre em monocamada.

YUN-GUO et al. (2006) em estudos de biossorcdo avaliaram a habilidade do
fungo Aspergillus niger em remover Cd(ll) e Zn(ll) em solugdo aquosa, em reatores em
batelada estudando equilibrio de adsorcdo e cinética. Os autores obtiveram valores das
constantes de adsorcdo (Qmax para Langmuir e K para Freundlich, as quais indicam a
capacidade de adsorcdo) e coeficientes de correlacdo (R?) para os modelos de Langmuir e
Freundlich. Através da comparacdo dos valores de R? observaram que a biossorcdo de Cd(l1)
e Zn(ll) pela biomassa viva de Aspergillus niger segue o modelo de Langmuir, pois este
modelo de isoterma mostrou valores de R? de 0,997 para Cd(l1) e 0,998 para Zn(Il) enquanto

gue o modelo de Freundlich mostrou valores 0,671 para Cd(Il) e 0,770 para Zn(ll).

3.5. Cinética de adsorc¢éao

A descri¢do da cinética de adsor¢do € um problema muito mais complexo que a
descricdo teorica das isotermas de adsorcéo, pois as expressoes que descrevem quantidades no
equilibrio termodinamico sdo também formas limitantes da expressao que descreve a variacdo
com o tempo dessas quantidades sob condi¢cdes de ndo-equilibrio (RUTHVEN, 1984,
RUDZINSKI; PLANZINSLI, 2006).
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O conhecimento da velocidade das reacdes € essencial para a aplicacdo de
processos de adsorcdo de um sistema sélido-liquido. A cinética de adsorcdo depende das
interacdes entre o adsorvente e 0 adsorvato e das condi¢Ges do sistema sendo considerado um
parametro importante a ser estudado no controle ambiental de meios aquosos (RUDZINSKI;
PLANZINSLI, 2006). Cada combinacdo adsorvente e adsorvato tém uma Unica interacdo
adsorvente-ion metalico (SHEK et al., 2009).

O mecanismo de adsorcdo de metais em sélidos porosos pode envolver as
seguintes etapas:

1 - Difuséo dos ions da fase liquida para a superficie externa do adsorvente.

2 — Adsorcao dos ions metalicos na superficie externa.

3 — Migracao dos ions no poro.

4 — Interagdo das moléeculas do fluido com os sitios disponiveis.

A velocidade de adsorcdo pode ser controlada por uma ou mais das etapas: (1)
difusdo rapida que ocorre na camada limite, a qual é de grande importancia na adsorcao de
gases e vapores sobre os soélidos; (2) difusdo dos solutos dentro dos poros e capilares da
estrutura dos adsorventes, que ocorre em velocidade menor que a primeira devido a
resisténcia interna a difusdo. Em solugdes aquosas esta etapa geralmente domina o processo
de transferéncia de massa. Em geral, a cinética de adsorcdo € inicialmente rapida, em virtude
de a adsorcdo ocorrer, principalmente na superficie externa, seguida por uma etapa lenta, de
adsorcéo, na superficie interna do adsorvente (CIOLA, 1981).

Varios modelos cinéticos tém sido sugeridos para descrever a ordem de reacao de
sistemas de adsorcdo baseados na concentracao de solucdes, dentre eles, modelos de pseudo-
primeira ordem, pseudo-segunda ordem e difusdo intraparticula. Os modelos cinéticos de
pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem s&o baseados na capacidade de sor¢do da
fase sdlida (adsorvente) e tém sido usados para descrever processos de biossorcao.
Entretanto, os parametros cinéticos sdo necessarios para predizer a razdo de adsorcdo e
fornecem informacgdes importantes sobre a forma e a modelagem de processos de adsor¢ao,
além de predizerem o tempo de equilibrio (TAN; AHAMAD; HAMEED, 2009; WANG,;
CHEN, 2009). Uma boa correlacdo dos dados cineticos revela o mecanismo de adsorgéo.
Assim, o coeficiente angular de cada equacao cinética € adotado para interpretar 0 mecanismo
de adsorcao de metal na fase sélida (LIU; L1U, 2008).
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3.5.1. Modelo cinético de pseudo-primeira ordem

Numerosas tentativas foram feitas para se formular uma expressdo geral que
descrevesse 0 processo cinético de um sistema de adsorcdo solido-liquido. Em 1898,
Lagergren apresentou a primeira equagdo de primeira ordem usada para descrever a cinética
em sistemas sélido-liquido, que ainda hoje €, a mais utilizada para avaliar estes tipos
processos adsortivos (HO, 2004; RUDZINSKI; PLANZINSLI, 2006; KAVITHA;
NAMASIVAYAM, 2007). A equacdo cinética de Lagergren é baseada na capacidade de
adsorcdo do solido.

A taxa constante de adsorcdo é determinada pela reacdo empirica de pseudo-

primeira ordem apresentado pela equagéo 7.

dQ,
d,

=k Q. -Q) (Eq.7)

Depois da integracdo da equacéo 7, e aplicando as condic¢des que Q=0parat=0
para Q;=Q;at=t, aequacdo 7 transforma-se na equacéo 8:

Kl
log(Qe —Qt) =log Qe_(2,303jt (Eq. 8)

Sendo:

Qe é a quantidade de adsorvato retido no sélido no equilibrio (mg.g™);

Qt é a quantidade de adsorvato retido no tempo t (mg.g™);

K1 é a constante de velocidade da reacdo de pseudo-primeira ordem (L.min™);

t é o tempo (min).

Assim, construindo-se o grafico de Log(Qe-Q;) em funcdo do tempo (t), pode-se
obter pela inclinagdo da reta gerada, a constante de velocidade de adsorcdo de pseudo-
primeira ordem para o sistema estudado (HO; MCKAY, 1998). A formacao de uma linha reta
no grafico de Log(Q.-Q:) em funcdo do tempo (t), sugere possivel aplicacdo deste modelo.

O modelo de pesudo-primeira ordem €, geralmente, mais adequado para o estagio
inicial do processo de adsorcdo, normalmente até 20% do processo. Apos este estagio a
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superficie fica altamente carregada, ha mudanca na concentracdo dos ions em solucdo e
reducdo nos sitios disponiveis para adsorcdo, tendendo a tornar o modelo menos aplicavel
(SHEK et al., 2009) e fazendo com que o processo de adsorcdo ocorra mais lentamente e siga

outros modelos.

3.5.2. Modelo cinético de pseudo-segunda ordem

O modelo cinético de pseudo-segunda ordem também se baseia na capacidade de
sorcdo do adsorvente (RUDZINSKI; PLANZINSLI, 2006). Ao contrario do modelo de
Lagergren, esse modelo prediz o comportamento cinético sobre toda a faixa de tempo de
adsorcdo e tem sido empregado para descrever muitos processos de sor¢do que envolve um
mecanismo quimico, denominado de quimissor¢do(WASE; FORSTER, 1997). Entdo, pelo

modelo de segunda ordem a equacao cinética poderia ser descrita pela equacao 9:

dQ,

= K, (Qe-Q (Eq. 9)

Integrando e aplicando as condicOes: Q=0 para t=0 e Q; = Q; para t = t, obtém-se
a equacéo 10.

1 1

Qo—00 " 06 + Kt (Eq. 10)

Linearizando-se a equacdo 10 obtém-se a equacdo 11:

t 1 1
Lok {Q_]t (Eq. 1)
2¥Xe e
Sendo que:

Q. ¢ a quantidade de adsorvato retido no sélido no equilibrio (mg.g™);

Q: é a de adsorvato retido no tempo t (mg.g™);
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K, é a constante de velocidade da reacdo de pseudo-segunda ordem (g.mg™.min’
t é o tempo (min).

Construindo-se o grafico de t/Q; versus t, pode-se calcular a constante de
velocidade (K) e a capacidade de sorcdo no equilibrio (Qe), através dos coeficientes, linear e
angular da reta, respectivamente. Se o0 modelo de pseudo-segunda ordem € aplicavel, o grafico
de t/Q; em funcgéo de t, da equacdo 10, deve fornecer uma relagéo linear (YALCIN et al.,
2004), na qual Q. e K, podem ser determinados através do coeficiente angular e do

coeficiente linear, respectivamente, ndo sendo preciso saber nenhum outro parametro.

3.5.3. Modelo de difusdo intraparticula

Caso os modelos acima ndo fornegcam um mecanismo definitivo, 0 modelo de
difusdo intraparticula proposto por Weber e Morris (1963) pode ser testado. Este modelo pode
ser representado pela equacgéo 12:

Q= K¢ x t2 (Eq. 12)

Q: € a de adsorvato retido no tempo t (mg.g'l);
K¢é a constante de difusdo intraparticula (g.mg™.min™/%);

t € o tempo (min).

O modelo difusional é muito importante, especialmente em processos nos quais a
troca ibnica e a ligacdo idnica ndo sdo tdo predominantes quanto na quimissorcdao (HO;
MCKAY, 1998).

A difusdo intraparticula pode ser descrita em trés etapas:

(1) Transporte do adsorvato da solucdo para a superficie exterior do adsorvente
por difusdo molecular, conhecida como difusdo externa ou no filme;

(2) Difusdo interna, que é o transporte do adsorvato da superficie das particulas no

interior do sitio;
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(3) Sorcéo das particulas de soluto do sitio ativo dentro da superficie interna dos
poros.
A difusdo intraparticula ocorre quando o grafico de Q versus t'2 é linear e passa

pela origem.

3.6. Biossorcgao

3.6.1. Biossorventes

Enquanto a remocéo de metais toxicos de aguas residudrias industriais tem sido
praticada por vérias décadas empregando-se processos fisico-quimicos, 0s materiais
bioldgicos tém se mostrado potencialmente adequados para essa remogao. Somente materiais
com baixos custos, alta capacidade de ligagdo com metais e seletividade sdo adequados para o
uso em processos de biossorcdo em larga escala (VOLESKY; HOLAN, 1995).

Vérios biomateriais estdo sendo estudados quanto a capacidade de biossorcao de
metais, mostrando capacidades elevadas de remocdo destes poluentes. Entre eles tem-se,
algas, bactérias, fungos, plantas e produtos agroindustrias (GADD; WHITE, 1995; KAO;
HUANG; CHANG, 2008).

Muitos microrganismos, incluindo bactérias, algas e fungos, possuem a
capacidade de remover metais pesados do meio ambiente (WHITE; SAYER; GADD, 1997,
VILAR; BOTELHO; BOAVENTURA, 2007). A capacidade de remocdo, assim como 0S
mecanismos de acumulacdo, pode variar amplamente, de acordo com a espécie microbiana,
ou até mesmo com a linhagem. Por outro lado, células, produtos excretados, parede celular e
polissacarideos tém potencial para remover metais de solucdes aquosas. Fatores externos
como pH, temperatura, presenca de nutrientes e outros metais influenciam no mecanismo de
remocao.

Nas ultimas décadas o uso de biossorventes tem sido uma excelente alternativa ou
uma tecnologia adicional para remoc¢do e recuperacdo de metais provenientes de efluentes
industriais e laboratoriais, representando um método econémico e eficiente. Sendo assim, a
adocdo de técnicas eficazes e de baixo custo para remocdo de metais em residuos industriais é

considerada como uma importante tarefa para o desenvolvimento econémico e protecdo
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ambiental, ou seja, o uso de tecnologias ecologicamente corretas vem sendo um diferencial a
ser atingido pelas inddstrias.
Varios microrganismos tém sido usados em pesquisas como biossorvente para

metais pesados, na Tabela 3 estdo listados alguns.

Tabela 3. Microrganismos usados como biossorvente de metais pesados e suas respectivas capacidades de

adsorcao.
fons Capacidade de
Espécie ] pH Adsorcéo Referéncias
metalicos 1
(mg.g™)

Aspergillus niger Cr (VI) 2 2,66 Kumar et al. (2008)

Rhizopus arrhizus Cr(VID) 2 8,43 Sag e Kutsal (1998)

Rhizopus arrhizus Ni(1l) 5 10,72 Sag, Yalcuk e Kutsal
(2000)

Rhizopus arrhizus Fe(lll) 2 3,90 Sag e Kutsal (1998)

Aspergillus niger Pb(11) 5 2,25 Kapoor,
Viraraghavan,
Cullimore (1999)

Aspergillus niger Cd(ln 6 1,31 Kapoor,
Viraraghavan,
Cullimore (1999)

Aspergillus niger Cu(ln) 5 0,75 Kapoor,
Viraraghavan,
Cullimore (1999)

Aspergillus niger Ni(Il) 7 1,75 Kapoor,

Viraraghavan,
Cullimore (1999)
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3.6.2. Fungos

3.6.2.1. Caracteristicas gerais dos fungos

Os fungos sdo conhecidos pela aptiddo para produzir grande variedade de
proteinas heterdlogas, acidos organicos (GREWAL; KALRA, 1995) e outros metabolitos e
pela capacidade de se adaptar a ambientes extremos, além do potencial em degradar e
remover compostos organicos e inorganicos. Sao extremamente resistentes a variacoes de pH,
oxigénio e temperatura, e sobrevivem em condicdes diversas(COULIBALY; GOURENE;
AGATHQOS, 2003). Sdo também os principais decompositores de materiais celuldsicos
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). Na Tabela 4 sdo mostrados alguns fungos de importancia

industrial e econdmica; e compostos produzidos pelos mesmos.

Tabela 4. Fungos de importancia industrial e econémica, e compostos produzidos pelos mesmos.

Fungos Produtos secretados
Aspergillus niger Acido citrico, proteinas heterologas
Phanerochaete chrysosporium Peroxidases
Trametes vesicolor Lacases
Penicillium chrysogenum Penincilina
Saccharomyces cerevisiae Etanol

Fonte: (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004)

Os fungos sdo de grande importancia nas fermentacdes industriais, tais como
fabricacdo de cerveja, de vinhos, de antibidticos, de vitaminas, de polissacarideos, de
pigmentos, de lipideos, glicolipideos e de acidos organicos, principalmente na producdo de
acido citrico, e também na fabricacédo de pées e de alguns tipos de queijo (PELCZAR; REID;
CHAN, 1980; ADRIO; DEMAIN, 2003). Sdo importantes para a industria quimica fina na
producdo de isémeros intermediérios, no desenvolvimento de pesquisas para descoberta de
novos medicamentos (ADRIO; DEMAIN, 2003).

Os fungos sdo organismos quimiorganotroficos, alimentando-se de matéria

organica inanimada ou de parasitas de hospedeiros vivos. Nao tém clorofila sdo, em sua
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maioria, filamentosos e comumente ramificados (PELCZAR; REID; CHAN, 1980). Sao
decompositores primarios importantes para os ciclos de carbono, nitrogénio e outros
nutrientes da biosfera e para a deterioracdo de materiais diversos (GRIFFIN, 1994). Como se
nutrem por absorcdo séo capazes de produzir enzimas extracelulares, o que os torna aptos a
utilizar vérios substratos como fonte de carbono, dai o interesse de seu uso em processos de
biorremediacdo e remocdo de poluentes. Considerando a grande diversidade de fungos no
mundo e levando-se em conta que a maioria deles se encontra em paises tropicais, dos quais,
0 Brasil € um dos maiores reservatorios, estes microrganismos sao considerados como
promissores aliados para remocgdo e degradacdo de poluentes como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, dioxinas, pesticidas, metais pesados, explosivos, plasticos, entre
outros (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Os fungos filamentosos tém vantagem sobre as leveduras e bactérias na
recuperacdo de sistemas aquosos. Esta se torna mais fécil devido & natureza desses fungos
para crescer como tapete micelial. A capacidade dos fungos em sequestrar metais toxicos de
solucdes aquosas vem sendo estudada por diversos autores (BAIK et al., 2002; DURSUN et
al., 2003; PARK et al., 2005; ZAFAR; AQIL; AHAMAD, 2007; FAN et al., 2008).

Pesquisadores da Universidade de Dublin estudaram a adsorcéo de Sr(l1), Cd(ll)e
Cu(Il) em solucdo aquosa pela biomassa seca do fungo filamentoso Rhizopus arrhizus.
Experimentos em batelada foram desenvolvidos utilizando concentracdes iniciais de solucao
de metais variando de 3 a 12mg, pH 4 e concentracdo de adsorvente de 1g.L™* .Os
pesquisadores observaram que a adsorgao se processa rapidamente para todos os metais. Com
tempo de contato de 5 minutos entre biomassa-metal, obtiveram um indice de saturacdo de 95
% da biomassa. O tempo de equilibrio foi atingido apo6s 3 horas de contato biomassa-metal e
as capacidades maximas de adsor¢do pra Sr(ll), Cd(Il) e Cu(ll) foram de 3,04; 8,64; 6,09
mg.g™, respectivamente (BRADY; TOBIN, 1995).

O micélio dos fungos que crescem em meio agar geralmente é circular e o dos
fungos que crescem submersos em meio liquido, e sob agitacdo, é enovelado e conhecido
como “pellets”. Zindarsic, Komel e Pavko (1998), estudaram o fungo Rhizopus nigricans na
forma de “pellets” como biocatalizador para hidroxilagdo de progesterona e constataram que a
formacéo dos “pellets” é influenciada pelas condi¢des, composicao, velocidade de agitacdo do
meio de cultura, e tamanho do indculo. Alteracdes destes fatores influenciaram a

bioconversdo de progesterona.



25

3.6.2.2. Aspergillus niger

O Aspergillus niger é um fungo filamentoso, do grupo ascomiceto (LESMANA et
al., 2009), onipresente no ambiente, de cultivo facil, e amplamente usado na biotecnologia
para producao de ingredientes alimentares, farmacéuticos e enzimas (BAKER, 2006), sendo
assim, é um fungo de grande importancia econdmica. Ele € um membro comum das
comunidades microbianas encontradas no solo.

O Aspergillus niger é microrganismo complexo, mesofilico (cresce temperatura
de 30° C) (MAHESHWARI; BHARADWAJ; BHAT, 2000), e que apresenta diferentes
formas ao longo do seu ciclo de vida. Na fase vegetativa, ele apresenta-se na forma de
filamentos tubulares, as hifas, que se originam na germinagdo de um Unico esporo vegetativo
(PAPAGIANNI, 2004). Dependendo da forma de cultivo a que os fungos sdo submetidos,
estes podem crescer em forma de micélio, quando o meio de crescimento é semi-sélido, ou
em forma de “pellets”, quando o meio de crescimento é liquido sob agitacdo orbital. Este
fungo exibe notével capacidade metabolica e permitindo o crescimento em grande variedade
de substratos sob diferentes condices ambientais, além de apresentar capacidade de
adaptacédo e resisténcia a compostos toxicos. Ele também é usado para biotransformacao de
acido ferralico, progesterona, diperpendide, isosteviol, terpeno, linalool, gereniol, linol e citral
(WANG; CHEN, 2009).

Sua capacidade de em degradar poluentes através de varios processos oxidativos,
reacOes de desmetilacdo e hidroxilagdo faz dele um microrganismo potencial para
bioremedicdo (PEL, 2007). Os residuos da biomassa deste fungo, gerados em inddstrias
fermentativas (WANG; CHEN, 2009) pode ser usado em experimentos de remocéo de metais
pesados (utilizando biomassa viva ou morta) (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995; PRICE;
CLASSEN; PAYNE, 2001; YUN-GUO et al, 2006; MUNGASAVALLI;
VIRARAGHAVAN; JIN, 2007) e outros poluentes, como compostos recalcitrantes
(RODRIGUES et al., 2007), corantes (FU; VIRARAGHAVAN, 2002). O Aspergillus niger é
também biologicamente importante na biodegradacdo de compostos quimicos tdxicos como
hexadecano, no tratamento de residuos de melaco de beterraba, de processamento de 6leo de
oliva, na bioconversdo de lodo de efluentes (WANG; CHEN, 2009).

Notoriamente, o Aspergillur niger € um dos mais importantes microrganismos
usados em biotecnologia. Segundo Semova et al. (2006), este fungo, tem mais 376 genes de

sequenciados disponiveis em bancos de dados.
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3.7. Toxicidade

Poluentes antropogénicos liberados em efluentes industriais e domésticos sdo
prejudiciais a0 meio ambiente, aos microrganismos e aos humanos. A concentragcdo de metais
pesados liberados para o ambiente tem aumentado continuamente como resultado de
atividades industriais e desenvolvimento tecnologico. Fato que € preocupante, tendo em vista
que a maioria dos metais, mesmo em baixas concentra¢fes, sdo considerados toxicos ou
venenosos (DURUIBE; OGWUEGBU; EGWURUGWU, 2007) para os organismos de uma
maneira geral. Mesmo o0s metais que sdo considerados como essenciais quando estdo
presentes no ambientes, em concentracdes elevadas, podem ser toxicos.

Para se defender do efeito nocivo dos poluentes, 0s microrganismos
desenvolveram diversos mecanismos de resisténcia. A resisténcia de microrganismos aos
metais é definida como a sua capacidade para sobreviver a toxicidade de metais através de um
mecanismo produzido em resposta direta ao contato com 0s metais. Mecanismos bioldgicos
envolvidos na sobrevivéncia flangica incluem precipitacdo extracelular, complexacdo e
cristalizacdo, transformacdo de metais, biossorcdo na parede celular, diminuicdo do
transporte, compartimentacdo intracelular, impermeabilidade, sistema de extrusdo de
substancias toxicas imobilizacdo (BRUINS; KAPIL; OEHME, 1999; ZAFAR; AQIL;
AHAMAD, 2007).

Os metais toxicos podem inibir o crescimento, causar mudancas morfoldgicas e
fisioldgicas e afetar a reproducdo de fungos. Quando em contanto com 0s microrganismos, 0S
metais toxicos reduzem o numero, a diversidade e selecionam popula¢gdes microbianas
resistentes ou tolerantes (EZZOUHRI et al., 2009).

Algumas espécies de fungos possuem capacidade de remover poluentes, como
matéria organica, fenois (FOUNTOULAKIS et al., 2002), metais (YUN-GUO et al., 2006),
através atividades metabdlicas e propriedades de adsorcdo. Fungos filamentosos, como
Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Trichoderma viride, Trichoderma atroviride, tém sido
usados para remocdo de metais em despejos industriais (YIN et al., 1998; ERRASQUIN;
VAZQUEZ, 2003; PORCEL et al., 2005).

Os fungos possuem muitas propriedades que influenciam na diminuicdo da
toxicidade de metais, incluindo a formacéo da ligacdo metal-proteina, precipitacdo organica e

inorganica, transporte ativo, compartimentacdo intracelular, enquanto os constituintes da
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parede celular do fungo como a quitina, possuem capacidades de adsorver metais (GADD et
al., 2001).

A presenca de metais pesados na agua residudria pode reduzir intensamente a
atividade microbiana no tratamento bioldgico, tendo em vista que pode causar efeitos
deletérios a biota do tratamento (CHIPASA, 2003). Devido a crescente utilizacdo do
tratamento bioldgico de aguas residuarias (CHAALAL; ZEKRI; ISLAM, 2005) torna-se
notoria a necessidade do estudo da toxicidade de metais sobre a diversidade microbiana do
sistema de tratamento.

O impacto dos metais no ambiente e a sua capacidade de biomagnificacdo através
das cadeias troficas tém despertado o interesse de pesquisas que buscam sistemas alternativos,

eficientes e de baixo custo para tratamento de aguas residudrias.

3.8. Remogao de metais em &guas residuarias por espécies fungicas

A partir da década de 70, a remocdo microbiana de metais pesados conhecida
como biossor¢cdo ou bioacumulagédo, tem ganhado bastante atencdo no que diz respeito ao
tratamento de &guas residuarias e efluentes de industrias, tendo em vista, a capacidade de
adsorcdo das biomassas microbianas e de materiais originarios de plantas e as vantagens
econdmicas causadas pelo uso de residuos produzidos pelas industrias de fermentacdo e
materiais naturais facilmente encontrados (VOLESKY, 1990; SAG; KAYA; KUTSAL, 1998;
NAGDA; GHOLE; DIWAN, 2006).

A biossor¢do é um processo independente do metabolismo celular e se d& por
interagdes fisico-quimicas entre o metal e os constituintes da parede celular do microrganismo
(DURSUN et al., 2003). A independéncia do metabolismo se da pelo fato de ndo haver gasto
energético para que ocorram essas interacdes. Esse fenbmeno € observado tanto para células
vivas quanto mortas e é considerado um recurso potencial para remocdo e recuperacdo de
metais presentes em solucfes, tanto metais toxicos, quanto metais preciosos (VEGLIO;
BEOLCHINI, 1997). A biossor¢do envolve principalmente, complexacdo na superficie da
célula, troca ibnica, adsorcdo fisica e microprecipitacdo (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997;
GUPTA et al., 2000).

A bioacumulacdo é um método de remocdo e recuperacdo baseado nas

propriedades seqliestrantes de metais por parte de certos materiais de origem biologica ou
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natural, isto é, das interacbes dos ions metalicos com grupos especificos pertencentes as
paredes celulares dos materiais biossorventes, transformacdo quimica dos metais, como
formacdo de queloides e transporte intracelular (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997; KAPOOR;
VIRARAGHAVAN; CULLIMORE, 1999). Este processo depende da capacidade metabdlica
das células (FOUREST; ROUX, 1992), sendo observado somente para células vivas (GUPTA
et al., 2000).

A contribuicdo de varios grupos funcionais ou sitios de adsor¢do, como grupos
carboxil, amino, fosfato e sulfonatos, presentes na parede celular de fungos, em geral, tém
sido examinados em varios estudos de biossor¢do de metais (KAPOOR; VIRARAGHAVAN,
1997; FU; VIRARAGHAVAN, 2002; MUNGASAVALLI; VIRARAGHAVAN; JIN, 2007;
ARUNAKUMARA; XUECHENG, 2008).

O papel dos grupos funcionais presentes na biomassa de Aspergillus niger, como
carboxil, amino, fosfato e também de lipideos na biossor¢cdo de Pb, Cd e Cu foram
investigados por Kapoor e Viraraghavan (1997). Eles trataram a biomassa do fungo com
NaOH para melhorar suas propriedades adsorventes, nomeando essa amostra como biomassa
bruta. Apés o tratamento com o NaOH 0,5 mol.L™ a biomassa bruta foi submetida a
modificacbes quimicas diferentes, como esterificacdo de grupos carboxilicos, metilacdo de
aminas e fosfatos. Quantidades conhecidas da biomassa, tanto bruta quanto modificada, foram
colocadas em contato com uma solugdo dos metais, deixadas sob agitacdo por 6h. Apos esse
periodo, a quantidade de metal residual em solucdo foi determinada por espectroscopia de
absorgdo atdbmica com chama e a biomassa retida no filtro foi analisada por espectroscopia na
regido do infravermelho. A esterificagdo de grupos carboxilicos e metilagdo de grupos amina
diminuiram a capacidade de adsorcdo da biomassa. Os pesquisadores observaram que 0S
grupos carboxil e amina sdo importantes para biossor¢cdo de metais pesados e que o0s
mecanismos de ligacdo de metais pesados sdo similares aos das resinas de troca idnica

fracamente acidas que s@o usadas para tratamento de agua e de agua residuaria.

Na Tabela 5 sdo apresentadas pesquisas com o fungo Aspergillus niger para
remocéo de diferentes metais.
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Tabela 5. Alguns metais usados em estudos de biossorgdo com o Aspergillus niger como biossorvente.

Metais Tipo de pH Q (mg.g?) Referéncias
efluente
Solucéo Mukhopadhyay; Noronha
Cu(ll) ) Q 6 23,62 .p Yo
sintética Suraishkumar (2007);
Efluente
cdqn ) ) 5 6,0 Ahmad; Zafar; Ahmad (2005)
industrial
Cd(ll),
Solucéo ]
Cu(l) e o 5;6;5 2,0;2,1;3,8  Kapoor e Viraraghavan (1999)
sintética
Pb(1l)
Cr(VI),
Solucéo
Cu(ll) e o 3,5;5;45 36;15,6;34,4 Dursun et al. (2003)
sintética
Pb(Il)
Solugéo Mungasavalli; Viraraghavan;
Cr(VI) o 3 14,5 _
sintética Jin (2007)

3.8.1. Remocao de metais por células mortas

A capacidade biossortiva de células mortas tem sido extensivamente estudada em
comparacdo as células vivas, porém essa capacidade pode ser maior, equivalente ou menor
que a das células vivas, dependendo da espécie e das condigdes experimentais.

Os sistemas empregando células vivas sdo sensiveis a toxicidade dos metais, pH e
temperatura. Além do mais, o requerimento de nutrientes aumenta 0s custos operacionais e, a
recuperacdo dos metais e regeneracdo do biossorvente sdo mais complicadas. Esses fatores
fizeram com que o uso da biomassa morta para remoc¢édo de metais fosse bem mais explorado
gue a biomassa viva.

A biomassa pode ser morta por tratamentos fisicos como, aquecimento,
autoclavagem (TOBIN; COOPER; NEUFELD, 1984), secagem a vacuo ou através do uso de
produtos quimicos, como &cidos, bases e detergentes (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995).

A biomassa morta pode ser submetida a pré-tratamento com produtos quimicos

com o intuito de aumentar a capacidade biossortiva. Bai e Abraham (2002) desenvolveram
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um estudo do aumento da biossor¢édo de Cr(VI) através de modificacdo quimica da biomassa
de Rhizopus nigricans e um possivel mecanismo de complexacédo de Cr(VI1) pelo adsorvente.
A parede celular destes fungos possui propriedades de troca idnica, as quais sdo usadas para
remoc&o de ions Cr(VI) de solugdes e aguas residuarias. O fungo foi cultivado em agar batata
e apos esse periodo a biomassa foi morta em autoclave e pulverizada para uniformizar o
tamanho das particulas. Em seguida, foram submetidas a modifica¢fes quimicas com &cido,
hidroxido, formaldeido, cetonas, alcoois e derivados de amonia. Foram realizadas analises na
regido do infravermelho do fungo, antes e depois dos tratamentos, para detectar os
constituintes da parede celular do fungo e identificar os grupos funcionais envolvidos na
adsorcdo, também foram determinadas isotermas de adsorcdo para a avaliacdo da capacidade
biossortiva da espécie. Os resultados da andlise da biomassa pulverizada antes e depois da
adsorcéo de Cr indicaram diminuicdo da intensidade das bandas de absorc¢ao no infravermelho
referentes a ligacbes —NH de proteinas apds adsorcdo do metal, indicando que o grupo —NH
estd envolvido na adsor¢do de Cr(VI) por Rhizopus nigricans. O tratamento com acido
aumentou a capacidade de adsorcdo de Cr(VI) de 8 para 22% com relacdo ao fungo néo
tratado. Isto é atribuido ao fato de que a hidrolise do &cido produz a D-glicosamina (NAIR;
MADHAVAN, 1992apudi; BAI; ABRAHAM, 2002), que ¢é facilmente protonada no pH de
adsorcdo (pH=2). O tratamento com formaldeido causa ligacdes cruzadas de grupos hidroxilas
adjacentes, ocasionando reducdo da area de superficie e, consequentemente, inibicdo da
interacdo entre os ions Cr e o0s sitios de ligacdo especificos. Os tratamentos com alcool e
acetona removeram fragdes protéicas e lipidicas da superficie da biomassa. O tratamento com
NaOH 0,1 mol.L™ resultou em inchaco e desintegracdo da biomassa, pois causou hidrélise de
proteinas e rompimento de cadeias poliméricas do biossorvente. Isto levou a reducdo da
biossorcédo de Cr(VI) pelo biossorvente. O tratamento da biomassa com reagentes derivados
de amodnia aumentou a capacidade de biossor¢do de Cr(VI) pelo R. nigricans devido ao
enriquecimento da parede celular do fungo com grupos amino e imino. Esse aumento foi
identificado através dos espectros de infravermelho nos quais foi observado aumento na
intensidade das bandas de absorcdo na regido de 3300 a 3400 cm™ e 1651cm™, reportadas
como bandas de estiramento e deformagdo angular da ligacdo -NH de grupo imino. As
isotermas construidas para a biossor¢do de Cr(VI) pela biomassa fangica antes e ap6s a
modificacdo quimica constataram que a capacidade de biossorcdo da biomassa tratada foi
maior que a da biomassa ndo modificada.

A capacidade biossotiva de Phanerochaete chrysosporium também foi estudada.
Say; Denizli e Arica (2001) desenvolveram um estudo de biossorcdo de Cd(I1), Pb(ll) e Cu(ll)
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pela biomassa seca deste fungo em aguas residuarias sintéticas. O fungo foi cultivado em
meio liquido contendo agua destilada, C¢H1206, KH2PO4, MgS0O,4.7H,0, NH,CI, CaCl,.H-0,
C12H17CIN4OS.HCI. Sua capacidade de biossorcdo foi estudada em condi¢bes controladas de
pH pela variacdo da concentracdo dos ions metalicos nos efluentes sintéticos. Em pH 6 a
quantidade de fon metalico adsorvido pela biomassa (em solucdes contendo 100 mg.L™ de
Cd(I1), de Pb(ll) e de Cu(ll)) em condi¢Ges ndo competitivas foi de 13,24, 45,25 e 10,72
mg.g™ de biomassa seca, respectivamente. O tempo de saturacio do adsorvente foi de 6 horas,
sendo que em 2 horas de experimento, 60% da quantidade maxima de metal imobilizada pela
biomassa j& havia sido adsorvida. O equilibrio de adsor¢do seguiu 0 modelo de isoterma de
Langmuir. O estudo para a biossorcdo competitiva de Cd(ll), Pb(ll) e Cu(ll) apresentou
capacidades de adsorcdo de 7,80, 16,91 e 7,57 mg.g’' de biomassa de fungo seco,
respectivamente. Sendo assim, a capacidade de biossor¢do dos metais foi menor em condicOes
competitivas. Através do estudo realizado, o0s cientistas concluiram que a espécie
Phanerochaete chrysosporium é um excelente adsorvente de ions metalicos pesados em aguas
residuarias.

Zouboulis et al. (2003) estudaram a habilidade de microrganismos para remogao
de metais em soluc@es sintéticas de aguas residuarias usando biomassa de fungos mortos na
forma de “pellets”. O efluente sintético composto de uma solucdo dos metais Zn, Cu, Ni, Ca,
Mg e Na, foi misturado aos “pellets” (na propor¢do de 1L de solucdo para 25 mg de
biomassa) em frasco conico e deixado sob agitacdo por 24h. Foram realizados também testes
de coluna empacotada com poliacrilonitrila (PAN-biomassa (PAN-B/50% e PAN-B/75%)
para o tratamento do mesmo efluente sintético. A concentracdo residual de Zn, Cu e Ni foi
determinada por espectrometria de absorcdo atbmica, depois da separacdo do adsorvente por
filtracdo. A capacidade de remogédo dos metais por PAN-B/50% para Zn, Cu e Ni foi de 16, 7
e 0,25 mg.g*, respectivamente. Enquanto que para PAN-B/75% foi de 18; 7,9 e 0,25 mg.g™,
respectivamente. Os metais adsorvidos podem ser eluidos eficientemente e os “pellets” podem
ser recuperados e reutilizados.

Um estudo de adsor¢éo e dessorcdo de Cr(V1) em biomassa imobilizada do fungo
Rhizopus nigricans foi desenvolvido por Bai e Abraham (2003). O microrganismo foi
cultivado em dextrose batata, morto em estufa a 80°C por 10 horas e pulverizado. Foi
preparada uma solucdo estoque 1000 mg Cr(V1).L™ a partir de K,Cr,05. Para os experimentos
de biossorcao foram preparadas solucdes de diferentes concentrages, entre 50 e 500 mg.L™ .
A biomassa foi imobilizada em diferentes matrizes poliméricas de alginato de calcio, alcool

polivinil (PVA), poliacrilamida, poliisopreno e polissulfonato. A imobilizacdo fisica em



32

espuma de poliuretano e fibra de coco foi menos eficiente que os métodos de imobilizacédo
quimica nas matrizes poliméricas. Percentuais de adsor¢cdo oOtima de Cr(VI) foram
encontrados para diferentes combinagdes em %p/v da biomassa com cada matriz polimérica
nas proprocdes de 8% em alginato de sddio, 6% em poliacrilamida, 12% em poliisopreno e
PVA, e 10% em polisulfonato. A capacidade de adsor¢do diminui nesta ordem: biomassa nao
imobilizada (119,2 mg.g™") > imobilizada em polissulfonato (101,5 mg.g™*) > poliisopreno
(98,76 mg.g™* ) >PVA (96,69 mg.g™) > alginato de célcio (84,29 mg.g™ ) > poliacrilamida
(45,56 mg.g™* ) a partir da concentracdo inicial de 500 mg.L" de Cr(VI). O grau de
estabilidade mecénica e a resisténcia quimica dos sistemas imobilizados foram avaliados pelo
monitoramento de biomassa perdida durante os processos de adsorcao/dessorcao, indicando
gue a resisténcia quimica e estabilidade mecéanica diminui nesta ordem: polisulfonato >
poliisopreno > PVA > poliacrilamida > alginato de célcio. Soluces de NaOH 0,01 mol.L™,
NaHCO3 0,01 mol.L™ e Na,CO; 0,01 mol.L™ foram identificadas como eluentes adequados
para a recuperacéo de ions da biomassa de polisulfonato, exibindo de 75 a 78% de eficiéncia
na recuperacdo deste Cr(V1).

Baik et al. (2002) estudaram a biossorcdo de Cd, Cu, Ni, Pb e Zn usando micélio
inteiro e componentes selecionados dos fungos Aspergillus niger, Rhizopus oryzae e Muxor
rouxii. O A. niger foi cultivado em meio contendo glicose, extrato de malte, extrato de
levedura e NH4H,PO, R. oryzae e M. rouxii foram cultivadas em Agar batata dextrose
(Difco). Os micélios foram homogeneizados separadamente e misturados com 200 mL de
solucdo Metanol/cloroférmio 1:1 para os experimentos de adsor¢do posteriores. A fracdo
remanescente das biomassas foi seca e homogeneizada e entdo fragdes de glicana, manana,
quitina e quitosana foram extraidas e isoladas da parede celular dos fungos e tratadas com
NaOH 4 Mol.L™ , para os estudos de caracterizacdo da parede celular. As solugdes Cd, Cu,
Ni, Pb e Zn foram preparadas a partir de sais de nitrato destes metais. Quantidades variando
de 50 a 100mg da biomassa tratada com solventes foram colocadas em contato com a solucgéo
dos metais, sob agitacdo, por 24h. A biomassa foi separada da solucdo dos metais por
centrifugacdo e a concentragdo residual de metais em solugdo foi determinada por
espectrometria de absor¢do atdmica. Estudos de caracterizacdo da parede celular mostraram
que a parede celular do A. niger é composta principalmente de glicose e quitina, enquanto que
em Rhizopus oryzae e Muxor rouxii ha predominancia da quitosana. Esta indicou maior
capacidade de ligacdo dos metais do que a manana e a glucana e contribuiu para aumentar a
capacidade biossortiva do cobre no micélio do M. rouxii tratado com solvente. A ligacdo dos

metais Cd, Cu, Ni e Zn foram consideravelmente melhoradas pelo tratamento das fracGes da
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parede celular com 0 NaOH 4 Mol.L™ . Entre os trés fungos estudados o que apresenta maior

quantidade de quitina como constituinte da parede celular € o Aspergillus niger.

3.8.2. Remocao de metal por células vivas

A bioacumulagdo de metais por células vivas é funcdo da idade da célula,
composicdo do meio de crescimento, tempo de contato, pH da solucdo de metais e
temperatura. A remocdo de metal por este tipo de biomassa pode ocorrer somente na
superficie das células ou por penetracdo dos metais no interior das células. Dependendo do
tipo de microrganismo e das suas caracteriticas intrinsicas pode ocorrer um dos mecanismos
ou os dois simultaneamente (SUH; YUN; KIM, 1999).

O mecanismo de ligacdo de metais na biomassa nao € melhor entendido devido a
complexidade da natureza das diferentes biomassas microbianas(GUPTA et al., 2000;
PARVATHI; NAGENDRAN; NARESHKUMAR, 2007) contudo, a localizagdo da presenca
de metais na biomassa pode ser feita utilizando técnicas de microscopia de varredura
eletronica (MEV) e energia dispersiva de raio-X (EDX).

Suh et al. (1999) compararam a acumulacdo de Pb(ll) em espécies fungicas. A
linhagem de Saccharomyces cerevisiae estudada foi cultivada em meio de glicose, extrato de
levedura, NH,CI, MgSO,, CaCl, a 30°C, por 72h e a linhagem Aureobasidium pullulans, foi
cultivada em meio de sacarose, extrato de levedura, K;HPO, MgSQO,7H,0, NaNO; a 30°C
por 72 h. 50 mL de suspensdo de cada microrganismo foram misturados com 50 mL de
solucdo de (PbNOs), e durante 116h de experimento foram coletadas aliquotas dessas
amostras e determinou-se a concentracao residual de metais por espectrometria de absorcéo
atdmica. O tempo de equilibrio dependeu da concentracéo inicial para S. cerevisiae, ou seja,
diminuindo a concentracdo inicial o equilibrio é atingido mais rapidamente, fato que néo foi
observado para A. pullulans. A partir dos experimentos de MEV e EDX os autores
observaram que a medida que a acumulacdo de Pb(Il) aumentava, a superficie das células de
S. cerevisiae comecava a ficar aspera e diminuia o teor de K, P e S na superficie das mesmas.
Contudo, no interior das células de S. cerevisiae, ndo foi observado aumento significativo de
Pb(1l) apds acumulagdo na superficie devido a penetracdo de Pb(ll), o que ndo foi observado
para as células de A. pullulans, nas quais houve elevada acumulagdo de Pb(ll) sobre a

superficie das células.
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Os efeitos da bioacumulacdo de ions metélicos, Cu(ll), Pb(ll) e Cr(VI), pela
linhagem do fungo Aspergillus niger utilizada por Dursun et al. (2003) foram estudadas em
funcdo do pH inicial e da concentracdao de metais. O fungo foi cultivado aerobiamente a 30°C,
por 72 h em meio de extrato de malte e em pH de 5,5. Apo6s, incubacdo a biomassa foi
colocada em contato com as solugdes dos metais para 0s experimentos de bioacumulagéo. As
solugdes dos metais foram preparadas a partir de seus cromatos (Cr(VI)) e nitratos (Cu(ll),
Pb(Il)). As concentracbes dos metais em solucdo foram obtidas por espectroscopia de
absorcdo atémica. Os pesquisadores concluiram que os valores de pH 6timo para o
crescimento e bioacumulagdo de metais foram 5,0; 4,5 e 3,5 para Cu(ll), Pb(ll) e Cr(VI),
respectivamente. Apesar da inibicdo causada pelos metais, o A. niger removeu 15,6 mg Cu(ll)
.g™" e 34,4 mg Pb(11).g™* a partir de uma concentracéo inicial de 100 mg Cr(VI).L™.

Do exposto conclui-se que a biomassa fangica mostra-se como um biossorvente
adequado para remocdo de metais pesados em solucGes aquosas, despertando o interesse de
pesquisadores da area ambiental, devido a caracteristicas como resisténcia e capacidade de
adaptacdo a condicOes adversas e a substancias toxicas, presenca de sitios de adsorcdo na
parede celular e producdo de enzimas extraceluares.

A maioria dos estudos j& citados na literatura tratam da biossor¢do em

experimentos em batelada e utilizando principalmente a biomassa morta.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica, sendo
utilizados diretamente no preparo de solu¢fes sem tratamento prévio.

O meio de crescimento semi-solido utilizado nos testes de toxicidade em placa foi
Agar sabouraud dextrose (Acumedia) e o meio liquido utilizado para crescimento dos
“pellets” foi nutrient broth- Difco.

O reagente Tween 80 (Vetec) foi usado para remover os esporos de fungo das
placas de petri.

Para o preparo da solucdo de nutrientes (Vishniac) foram utilizados Etileno
diamino tetracético (Dinamica), ZnSO4.7H,0 (Dinamica), MnCl,.4 H,O (Vetec), CoCl,. 6
H,O (Dinamica), CuSO,. 5H,0 (Vetec), (NH;)sM070,4.4H,0 (Vetec), CaCl,. 2H,0 (Vetec),
FeSO,.7H,0 (Vetec).

As solucBes estoque de 1000 mg zn(l1).L™* e, 1000 mg Cr(VI).L*, foram
preparadas a partir de Zn(NOz), (Vetec) e K,Cr,0; (Dindmica). A partir das solucdes estoque,
foram preparadas as solucdes de trabalho em diferentes concentracGes, e em meio tamponado
com solucdo tampao de CgHsKO, (Vetec) e HCI 0,1 mol.L™ (Synth) ou NaOH 0,1 mol.L™
(Dinamica) em pH variando de 2,5 a 6.

Foram preparadas também solucGes tampdo de CgHgO; (Vetec) e NaHPO,
(Vetec), e de CH3COOH (Vetec) e CH3COONa (Vetec).

Para determinagdo de Cr(VI) foi preparada uma solucdo de 1,5-difenilcarbazida
(Merck) foi preparada através dissolucdo de 0,2 g de 1,5- difenilcarbazida em 100 mL de
acetona, contendo 1mL de H,SO4 (1:10 v/v) (Synth), transferida para frasco ambar para evitar
degradacdo fotoquimica. A solucéo é estavel por uma semana.

Para 0 experimento de determinacdo do ponto de carga zero foram preparadas
solucdes de diferentes pH (3, 6 e 9), a partir da mistura de HNO3z 0,01 mol.L™ (Merck) e
NaOH 0,01 mol.L™ (Dinamica).

As solugdes estoque, solucdo de trabalho e tampédo foram preparadas com &gua
deionizada e esterilizada em autoclave a 1 atm, 121+ 2°C, por 30 min.
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Todos os frascos utilizados para preparacdo e estocagem de solugbes foram
cuidadosamente lavados com detergente e dgua destilada e deixados em banho de acido HNO;

10% (v/v) por, no minimo, doze horas para descontaminacéo.

4.1.2. Equipamentos

Para esterilizagdo da vidraria e das solugdes foi utilizada uma autoclave modelo
AB19 — Phoenix a 1 atm, 121+ 2°C por 30 min.

Para contagem de esporos foi utilizada uma camera de Neubauer com
profundidade de 0,100 mm e area minima de 0,0025 mm?.

A incubacdo das placas foi feita em estufa bacteriol6gica modelo ECB Linea da
Olidef.

Para homogeneizacdo da solucdo de esporos foi utilizado um agitador Vortex —
Quimis.

O pH das solugdes foi ajustado em pH-metro modelo R-TEC-03P-MP - Tecnal.

Para os experimentos em batelada foi utilizada uma mesa agitadora modelo TE-
140 - Tecnal.

As determinacGes de Zn(ll) foram realizadas em espectrdmetro de absorcéo
atdbmica com chama do tipo Fast Sequential Atomic Absorption Spectrometer - Modelo
AA240FS - Varian, no Laboratorio de Andlises de Tragos — Departamento de Quimica
Analitica e Fisico-Quimica - UFC.

As determinacdo de Cr(VI) foram realizadas por espectrofotdmetro de absorcéo
molecular na regido do visivel (Fenton Scan) empregando 1,5-difenilcarbazida (Merck) como
reagente cromogénico.

Os espectros da regido do infravermelho foram obtidos com auxilio de um
espectrometro Shimadzu FTIR — 8300, no Laboratério de Polimeros - Departamento de
Quimica Inorganica - UFC.

Pra obtencdo das micrografias foram utilizados aparelho de secagem ao ponto
critico Emitech K850, metalizador Emitech K550 e microscopio eletrénico de varredura -
Modelo DSM 940 A — Zeiss, na Embrapa Agroindustria Tropical do Nordeste.
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A espécie fungica utilizada neste trabalho foi o Aspergillus niger obtido a partir
do efluente da LUBNOR - Lubrificantes e Derivados de Petroleo do Nordeste - CE e isolado

no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa - Agroindustria Tropical do Nordeste.

4.3. Cultivo e producao da espécie fungica

4.3.1. Preparo do meio de cultura

O meio de cultura foi preparado dissolvendo-se agar sabouraud dextrose da

Acumedia Manufactures (65 g.L™) em agua destilada e acrescentando-se 1mL de solucéo de

Vishniac (Tabela 6) por litro de meio de cultura. A mistura foi aquecida até fervura e

esterilizada em autoclave a 121+ 2°C, 1 atm, por 30 minutos. Em seguida, o meio foi

distribuido em placas de petri, em ambiente estéril e, apds solidificacdo, as placas foram

inoculadas com o fungo e incubadas em estufa bacterioldgica a 30 £ 2°C por trés dias.

Tabela 6. Composi¢do quimica da solucdo de Vishniac.

PRODUTO QUIMICO

CONCENTRACAO (g.L™

EDTA-Etileno diamino
tetracético
ZnS04.7H,0
MnCl,.4 H,0O
CoCl,. 6 H,O
CuS0O;,. 5H,0
(NH,)6M07024.4H,0
CaCl,. 2H,0
FeS0O,.7H,0

10,0

4.4
1,0
0,3
0,3
0,2
1,5
1,0
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4.3.2. Preparo da suspensao de esporos

Apos o periodo de incubacédo (trés dias), os esporos de Aspergillus niger foram
removidos das placas com 4 mL de solucdo de Tween 80 e transferidos para tubos de ensaio.

Este procedimento foi realizado duas vezes para cada placa.

4.3.3. Contagem total de células

Para a contagem dos esporos, 50uL da suspensdo de esporos homogeneizados em
agitador Vortex, foram diluidos em 950uL de solucdo de Tween 80, perfazendo uma diluicéo
de 1:20. Em seguida, 500uL desta solucdo diluida foram transferidos para uma camara de
Neubauer, e os esporos foram contados com o auxilio de um microscépio dptico. Para efeito

de célculo do nimero de esporos foi empregada a equacgédo 13 (TUITE, 1971)

E
E =~ FD.10000 (Eq. 13)

Onde:

E é 0 niumero de esporos contados por mL;
E. € 0 numero total de células;

FD é o fator de diluicéo;

A é 0 nimero de quadrantes contados.

4.4. Testes de toxicidade em placa

Com o objetivo de se observar a tolerancia do fungo Aspergillus niger aos metais
Cr(V1) e Zn(l1), foram realizados estudos de toxicidade para cada metal separadamente. Este
teste foi dividido em duas etapas: efeito da concentracdo dos metais na esporulacdo dos

fungos e efeito da concentracdo dos metais no crescimento micelial, detalhadas a seguir.
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4.4.1. Efeito da concentracdo de metais Cr(VI) e Zn(ll) na esporulacdo de
Aspergillus niger em placas

Preparou-se meio de cultura para cada metal, e este foi distribuido em placas de
petri estéreis, juntamente com aliquotas de 0,50; 1,25; 2,50; 3,75; 6,25; 7,50; 10,00; 12,50 mL
da solucéo estoque do metal de interesse, de modo que as concentracdes do mesmo nas placas
fossem de 20, 50, 100, 150, 200, 300, 400 e 500 mg.L™, respectivamente. Ap6s solidificacdo
do meio de cultura com a solugdo de metal, as placas foram inoculadas com 2,6 x 10° esporos
por mL, incubadas a 30 £ 2°C e, observadas por 144 horas. O branco consistiu de placa com
concentracdo 0 mg.L™ de solucdo de metal. O teste foi feito em triplicata, totalizando 27
placas, para cada metal.

Nesta etapa foi observada a concentracdo maxima de metal em que houve

crescimento do fungo, por verificacdo visual e registro fotografico.

4.4.2. Efeito da toxicidade de metais Cr(V1) e Zn(ll) no crescimento micelial

de Aspergillus niger

Placas de petri contendo meio de cultura agar saboraud dextrose foram inoculadas
com 2,6 x 10° esporos de Aspergillus niger por mililitro e incubadas a 30 + 2°C por 72 horas.
Apbs esse periodo foram retirados discos de 4 mm de diametro do micélio desenvolvido nas
placas, com auxilio de um vazador, para posterior inoculacdo (MENTEN et al., 1976). Novas
placas foram preparadas, com o mesmo meio de cultura e aliquotas (50; 1,25; 2,50; 3,75;
6,25; 7,50; 10,00; 12,50 mL) da solucdo estoque de metal de interesse para obtencdo de
concentragdes 20, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500 mg.L™, respectivamente. O branco
consistiu de placa com concentracdo 0 mg.L™ de solugdo de metal. Para cada metal foram
preparadas 27 placas, trés para cada concentragao.

No centro de cada placa foi colocado um disco de micélio com 0s esporos
voltados para baixo e, em seguida, as placas foram incubadas a 30 + 2°C, durante 144 horas,
tempo em que a placa controle foi totalmente preenchida. O crescimento radial foi obtido a
partir da medida do diametro meédio do micélio do fungo a cada 24 h.
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A inibicao do crescimento micelial (PIC) é calculada pela equacédo 14, descrita por
(EDGINGTON; KHEW; BAQRRON, 1971 apud; MENTEN et al., 1976) e modificada por
Menten et al. (1976).

%PIC = CRTE — CRT x 100 (Eq. 14)
CRTE

Onde:
PIC ¢ a inibi¢do do crescimento micelial (%);
CRTE ¢ o crescimento radial do controle (cm);

CRT é o crescimento radial do tratamento (cm).

Verificou-se, a concentragdo de ingrediente ativo (metal) capaz de inibir 50% do
crescimento micelial do fungo (EDsp) com base nos resultados PIC ou seja a faixa na qual o
valor de PIC corresponde a taxa de inibicdo de 50%. A taxa de crescimento micelial do fungo,
em horas, para faixa de EDs foi calculada dividindo—se, o crescimento micelial médio (cm)
pelo tempo total do experimento (144h).

Os dados de PIC foram avaliados estatisticamente pelo Teste de Tukey, que mede

a variacdo entre médias adotando um nivel de significancia de 5%.

4.5. Obtenc¢do da biomassa fungica

4.5.1. Preparo do meio de crescimento

O meio de crescimento foi preparado de acordo com as especificacbes do
fabricante (8g de caldo.L™). A cada litro de caldo foi adicionado 1 mL de solugdo de Vishniac
e 0,05 g de cloranfenicol. Apos adicao de nutrientes e antibidtico, para inibir da proliferacdo
de bactérias, a mistura foi autoclavada por 30 min a 121 + 2°C, e distribuida em erlenmeyers
de 250ml.
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4.5.2. Preparo dos “pellets”

Em cada erlenmeyer de 250 mL, foram adicionados 100 ml de meio de
crescimento e 2 x 10° esporos. Os erlenmeyers foram fechados com algoddo hidréfobo e
submetidos a agitacdo orbital a 120 rpm por 72 horas em temperatura de aproximadamente
28°C para formacéo dos “pellets” a serem utilizados nos experimentos de batelada. A Figura

2 mostra os “pellets” formados, (A) visdo da mesa agitadora e (B) “pellets”.

Figura 2- “Pellets” formados apds 72h sob agitagdo orbital a 120rpm, (A) visdo da mesa agitadora e (B)
“pellets”.

4.5.3. Preparo da biomassa viva

Depois de formados, os “pellets” foram lavados com &gua destilada em
abundancia, peneirados, para retirada do excesso de umidade, e usados nos experimentos de
adsorcdo em batelada e no experimento de identificacdo dos sitios de adsorcdo por
espectroscopia na regido do infravermelho.

Para cada parametro estudado nos experimentos em batelada foi necessario repetir
as etapas de preparo do meio de crescimento e preparo dos “pellets”.
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4.5.4. Preparo da biomassa morta

45.4.1. Biomassa autoclavada e seca

Apés etapa de crescimento e lavagem dos pellets (itens 4.5.2 e 4.5.3), a biomassa
foi autoclavada e seca em estufa a 50°C, por 24h. Apos secagem, a biomassa foi macerada e
usada nos experimentos de biossor¢édo de Cr(V1) e Zn(ll).

Foram estudados dois outros tratamentos da biomassa morta para remocéo de
Cr(VI): tratamento da biomassa com NaOH 0,5 mol.L™ e tratamento da biomassa com 3-
cloro-2-hidroxil- N,N,N-trimetil, 1-propanamina, QUAT 188 (Dow Brasil S.A.). Como esses
tratamentos s6 foram testados para remogdo do ion Cr(VI), a metodologia e os resultados
estdo apresentados no Apéndice A.

4.6. Caracterizagao do biossorvente

A morfologia do fungo foi caracterizada por avaliagdo da forma, medida do

didmetro e anélise de imagem através de microscopia eletrénica de varredura.

4.6.1. Caracterizacdo morfoldgica da biomassa em forma de “pellets” por

microscopia eletronica de varredura.

Para a microscopia eletrdnica de varredura os “pellets” foram inicialmente fixados
em solucéo de Karnovisky (glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 2,5 %), lavados em tampé&o
fosfato pH 7,4, pos-fixados em tetroxido de 6smio 1%, por 2 horas e, novamente lavados no
mesmo tampdo. Posteriormente, foram desidratados em solugdes de etanol em diferentes
concentracgdes, iniciando-se em 30%, passando para 50, 70 e 90%, por 10 minutos, cada. Para
completa retirada de agua da amostra, os “pellets foram imersos em trés banhos de alcool
100%, por 10 minutos cada.

Apos a desidratacdo, os “pellets” foram submetidos a secagem em ponto critica

com CO2 liquido, montados em suporte, metalizados em ouro, observados e
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eletromicrografados em microscopio eletronico de varredura a uma voltagem de aceleracéo de
15 kV.

4.6.2. Determinacdo dos sitios de adsorcdo na biomassa morta

A espectroscopia no infravermelho é uma ferramenta versatil que é aplicada a
determinacdo qualitativa e quantitativa de espécies moleculares.

A biomassa foi analisada por espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourrier (FTIR) para determinacdo dos sitios de adsorcdo antes e depois da
biossorgdo com metais.

O procedimento de obtencdo dos espectros na regido do infravermelho consistiu
em dispersar a biomassa seca e pulverizada, em Brometo de potassio (KBr), utilizando-se
pistilo e pedra de agata. Em seguida, a mistura foi colocada em prensa para formar uma
pastilha que foi analisada em FTIR para a obtencdo dos espectros de absor¢éo na regido do
infravermelho. As bandas de absorcdo foram identificadas pelos respectivos comprimentos de

ondas, e determinaram-se 0s sitios de ligacdo dos metais.

4.6.3. Determinacéo do ponto de carga zero da biomassa morta

O ponto de carga zero foi determinado com base na metodologia de Valdés et
al.(2002) e adaptacdo de Oliveira et al. (2008).

Trés solugdes de pH diferentes (3, 6 e 11) foram preparadas a partir de NaOH
0,001 mol.L™ e HNO3 0,001 mol.L™" . Em seguida, 20 mL da solucéo de cada pH (3, 6 e 11)
foram adicionados, separadamente, em 5 erlenmeyers de 250 mL, contendo massas de 0,01;
0,05;0,1; 0,5e 1,0 g, ou seja, 0,05; 0,25; 0,5; 2,5 e 5% de biomassa autoclavada e seca (item
4.5.4).

A mistura foi submetida a agitacdo orbital de 120 rpm, por 24 horas, a 28+ 2°C.
Ap0s a agitacdo, as amostras foram filtradas em papel de filtro qualitativo e o pH de equilibrio

foi medido.
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Os valores de pH obtidos foram usados na construgédo da curva de pH em funcéo

da massa, para determinacédo do ponto de carga zero.

4.7. Ensaios de adsorcao em batelada para remocéo de Cr(VI1)e Zn(ll)

Os ensaios de remocado de Zn(ll) e Cr(VI) foram realizados com as biomassas viva
e morta, em duplicata, para cada metal.

Os experimentos em batelada, para remo¢do dos metais, foram testados em trés
tampdes: Na;HPO,/CgHgO7, tampdo CH3;COOH/CH3;COONA e CgHsKO4/HCI ou CgHsKO,4
/NaOH. No tampéo de fosfato/acido citrico ocorreu precipitacdo de metal e, em tampéo de
acetato de sodio/acido acético, a biomassa se desintegrou, portanto, o tampao escolhido foi o
tampéo de CgHsKO4/HCI ou CgHsKO4/NaOH.

Os estudos de adsorcao de Zn(ll) e Cr(VI) na biomassa do Aspergillus niger estéo

apresentados resumidamente na Figura 3.

Produgio de biomassa

1 l

Biomassa viva Biomassa morta I
Solupd es de Zo(IT) e Cr{VI) Selugdes de Zn{ll) e Cr(VI)
| | | } L
Definicio de Ensatos Ensatos Definicio de Ensaios Ensaios
pH e massa cinéticos de pH e massa cinéticos de
de ecquilibric de equilibric
adeorvente adsotvente
Ilodelos Mlodelos Ilodeles Ilodelos
cinéticos de cindticos de
iS otermas {aatertnas

Figura 3- Diagrama das etapas do estudo de adsorcdo Zn(ll) e Cr(\V1) na biomassa de Aspergillus niger.
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Os ensaios para avaliacdo da biossorcdo de Zn(Il) e Cr(VI), pelas biomassas viva
e morta, estdo descritos nos itens 4.7.1 a 4.7.4. Ressalta-se que 0s procedimentos foram

semelhantes para ambas as biomassas estudadas.

4.7.1. Efeito da variagao do pH

Foram realizados experimentos em batelada para determinar a influéncia do pH na
biossorcdo de Zn(ll) e Cr(\VI1). No experimento de variacdo de pH, manteve-se constante, a
concentracdo de massa, o0 tempo e o volume de adsorvato.

A avaliacdo do efeito do pH, sobre o processo de biossorgéo de Zn(ll) e Cr(VI)
consistiu em quatro bateladas de 10 erlenmeyers, de 250 mL, contendo a biomassa (viva ou
morta). Em cada erlenmeyer foram adicionados 50 mL das solu¢bes monoelementares de
Zn(11) ou de Cr(VI) nas concentracdes de 50 mg.L™ e em pH de 2,5; 3; 4; 5 e 6 sob agitacdo
orbital de 120 rpm por 24h, ou seja, 1440 minutos. Apos a agitacdo, a solucdo foi filtrada em
papel de filtro qualitativo, com poros de 14 um. Em seguida, determinou-se a concentracdo
residual de Zn(ll) na solugdo por absorcdo atdmica com chama (Fast Sequential Atomic
Absorption Spectrometer — Modelo AA240FS — Varian) e a concentracdo de Cr(VI) foi
determinada por espectrofotometria de absorcdo molecular empregando 1,5-difenilcarbazida
como agente cromogénico (APHA/AWWA/WEF, 2005). Na Tabela 7 estdo apresentados 0s

parametros experimentais dos ensaios.
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Tabela 7. Pardmetros experimentais empregados nos ensaios de verifica¢do da influéncia do pH.

Parametros Biomassa viva Biomassa morta
Zn(l1) Cr(V1) Zn(ll) Cr(V1)
Volume de
solucéo de 50 50 50 50
metal (mL)
Concentracéao
inicial de metal 50 50 50 50
(mg.L™)
Concentracao
de biomlassa 100 100 20 20
(9.L7)
Agitacgéo (rpm) 120
H 2,5; 3,0; 4,0; 2,5; 3,0; 4,0; 2,5;3,0;4,0; 25;3,0;4,0;5,0
P 50e6,0 50e6,0 50e6,0 e 60
Temperatura
o 28+ 2
(°C)
Tempo (min) 1440

4.7.2. Efeito da concentracdo de biossorvente

Foram realizados ensaios em batelada para determinar a influéncia da
concentracdo de biossorvente na biossorcao de Zn(ll) e Cr(VI1), pelas biomassas viva e morta.

Os experimentos em batelada consistiram em quatro bateladas de 20 erlenmeyers,
de 250 mL, contendo a biomassa (viva ou morta). Em cada erlenmeyer, foram adicionados 50
mL das solu¢6es monoelementares de Zn(Il) em pH 5 e Cr(VI) em pH 2,5, nas concentracfes
de 50 mg.L™. O biossorvente foi adicionado em concentragdes que variaram de 0 a 180 g
biomassa.L™, sob agitaco orbital de 120 rpm, por 1440 minutos (24 horas). Ap6s a agitacdo,
a solucdo foi filtrada em papel de filtro qualitativo, com poros de 14 um, e em seguida
determinou-se a concentracao residual de Zn(lIl) na solucéo por absorcdo atbmica com chama
(Fast Sequential Atomic Absorption Spectrometer — Modelo AA240FS - Varian) e a
concentracdo de Cr(VI) por espectrofotometria de absor¢do molecular, empregando 1,5-
difenilcarbazida como agente cromogénico (APHA/AWWA/WEF, 2005). Na Tabela 8 estdo

apresentados 0s parametros experimentais dos ensaios.
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Tabela 8. Pardmetros experimentais empregados nos ensaios de verificacdo da influéncia da concentragdo de

biossorvente na remocéo de Zn(ll) e Cr(VI).

Paramet Biomassa viva Biomassa morta
arametros Zn(1) Cr(vI) Zn(1) Cr(vVI)
Volume de solucéo
de metal (mL) S0 50 50 50
Concentracao
inicial de metal 50 50 50 50
(mg.L™)

0, 20, 40,60, 0, 20, 40, 60,

80,100, 120, 80, 100, 120, % 2:510.15, 0, 2,5, 10, 15,

Concentracéo de

biomassa (g.L™) 140,160, 180 140, 160, 180  20:30,40 20, 30, 40
Agitacdo (rpm) 120
pH 5,0 2,5 5,0 2,5
Temperatura (°C) 28+ 2
Tempo (min) 1440

4.7.3. Cinética de adsorc¢ao

A cinética de adsorcdo sobre o processo de biossorcdo de Zn(ll) e Cr(VI) foi
realizada em experimentos em batelada, e consistiu em quatro bateladas de 14 erlenmeyers,
de 250 mL contendo a biomassa.

Massas de biossorvente pré-definidas (Tabela 9) foram colocadas em contato com
aliquotas de 50 mL das solucdes de 50 mg Zn(l1).L™* em pH 5 e de 50 mg Cr(VI).L?, sob
agitacédo orbital de 120 rpm, por intervalos de tempos predefinidos de 10, 30, 60, 120, 180,
360, 720, 1020 e 1440 minutos. Os frascos foram vedados com algodéo hidrofobo.

Apbs a agitacdo, a solucao foi filtrada em papel de filtro qualitativo, com poros de
14 um e determinou-se a concentracdo residual de Zn(ll) na solucdo, por absorcdo atbmica
com chama (Fast Sequential Atomic Absorption Spectrometer — Modelo AA240FS — Varian)
e a concentracdo de Cr(V1) por espectrofotometria de absorcdo molecular, empregando 1,5-
difenilcarbazida como agente cromogénico (APHA/AWWA/WEF, 2005). Na Tabela 9 estdo

apresentados 0s parametros experimentais dos ensaios cinéticos.
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Tabela 9. Parametros experimentais empregados nos ensaios cinéticos.

Parametros Biomassa viva Biomassa morta
Zn(l1) Cr(VI) Zn(l1) Cr(VI)
Volume de
solucéo de metal 50 50 50 50
(mL)
Concentracao
inicial de metal 50 50 50 50
(mg.L™)
Concentracéo de 100 80 20 10
biomassa (g.L™)
Agitacdo (rpm) 120
pH 50 2,5 5,0 2,5
Temperatura (°C) 28+ 2
Tempo (min) 0, 10, 30, 60, 120, 180, 360, 720, 1020, 1440

4.7.4. Isotermas de adsorcao

A determinacdo das isotermas de adsorcdo sobre o processo de biossor¢do de
Zn(1l) e Cr(VI) foi realizada em experimentos em batelada para verificagdo da variagdo da
concentracdo de adsorvato, e consistiu em quatro bateladas de 24 erlenmeyers, de 250 mL,
sendo duas para biomassa viva e duas para biomassa morta.

Para a determinacdo das isotermas de adsorcao, as massas de biossorvente (Tabela
10) foram colocadas em contato com aliquotas de 50 mL das soluc¢des Zn(ll) e Cr(VI), nas
concentragdes de 10 a 1000mg.L™, sob agitacdo orbital de 120 rpm. Os frascos foram vedados
com algoddo hidrofobo. Apds agitacdo, determinou-se a concentracdo residual de Zn(ll) na
solucdo por absorcdo atbmica com chama (Fast Sequential Atomic Absorption Spectrometer —
Modelo AA240FS — Varian) e a concentracdo de Cr(VI) por espectrofotometria de absor¢éo
molecular, empregando 1,5-difenilcarbazida como agente cromogénico
(APHA/AWWAJ/WEF, 2005). Na Tabela 10 estdo apresentados 0s parametros experimentais

para determinacéo das isotermas de adsorcao.
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Tabela 10. Pardmetros experimentais empregados na determinacdo das isotermas de adsorcéo.

Parametros Biomassa viva Biomassa morta
Zn(l1) Cr(VI) Zn(l1) Cr(VI)
Volume de
solucéo de metal 50 50 50 50
(mL)
Concentracio 10, 20, 30, 50, 10, 20, 30, 50, 10, 20, 30,50, 10, 20, 30, 50,
inicial de m%tal 100, 200, 300, 100, 200, 300, 100, 200, 300, 100, 200, 300,
(mg.LY 400, 500, 600, 400, 500, 600, 400, 500, 600, 400, 500, 600,
9. 800, 1000 800, 1000 800, 1000 800, 1000
Concentracéo de
biomassa (g.L™) 100 80 20 10
Agitacéo (rpm) 120
pH 50 2,5 5,0 2,5
Temperatura (°C) 28+ 2
Tempo (min) 1440

As isotermas de equilibrio de adsorcdo foram descritas utilizando os modelos
classicos de Langmuir e Freundlich, representados pelas equacdes 3 (item 3.4.1) e 6 (item

3.4.2) deste trabalho, respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo esta subdividido em itens que representam a sequéncia ldgica do
desenvolvimento do experimento: contagem total de células na suspensédo de esporos, teste de
toxicidade, estudos de cinética e equilibrio de adsorcéo.

5.1. Contagem total de células na suspensao de esporos

As primeiras etapas desenvolvidas neste trabalho foram & obtengdo da suspenséo
de esporos e contagem das células. E importante que se faca a contagem células para que se

trabalhe com uma concentracédo de células fixa.

A quantidade de esporos do fungo foi calculada apds o procedimento de descrito
no item 4.3.3 do capitulo da metodologia.

853

E 2 x20x10000 = 4,26 x 10" esporos por mL.

Como a quantidade de esporos contada foi de 4,26 x107, foi necessario fazer uma
diluicdo para se obter a quantidade de esporos desejada, que é 2,6 x 10° esporos por mL,
conforme a quantidade padrdo de esporos descritas em literatura (TAVARES; SOUZA, 2005;
RODRIGUES et al., 2007).

5.2. Teste de toxicidade em placas

Muitos ions metalicos tém influéncia direta sobre processos fisioldgicos e

bioquimicos de microrganismos. Como o crescimento reflete o metabolismo celular, ele tem
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sido usado como um indicador chave da toxicidade de metais pesados para microrganismos
(URUNAKUMARA; XUECHENG, 2008).

Na Figura 4 sdo mostradas as placas inoculadas com Aspergillus niger, sem
solucdo dos metais, apds 24h e 144h, que foram usadas como controle. O mesmo controle foi
usado para o teste com Zn(ll) e Cr(VI).

Figura 4- Controle do experimento: placas sem solugdo de metais, inoculadas com esporos de Aspergillus niger,
apds 24 h(4A) e apds 144h (4B).

5.2.1. Efeito da concentracdo de Zn(ll) na esporulacdo do fungo Aspergillus

niger em placas

Nas Figuras 5 e 6 sdo mostradas as placas inoculadas com esporos de fungo,

contendo solucdo de metais Zn(lI1), ap6s 24 e 144 horas de incubacgéo, respectivamente.

200mg L 300mg LY 400mg Lt 200mg L

Figura 5- Placas inoculadas com esporos de Aspergillus niger, contendo concentragdes de 20, 50, 100, 150, 200,

300, 400 e 500 mg Zn(I1).L™* no meio de crescimento, apds 24 horas de inoculagéo.
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Figura 6- Placas inoculadas com esporos de Aspergillus niger, contendo concentra¢des de 20, 50, 100, 150, 200,

300, 400 e 500 mg Zn(l1).L ™%, no meio de crescimento, apds 144 horas de incubagéo.

N&o houve inibicdo na germinacdo de esporos do fungo pelo metal em
concentracdes de 20 mg.L™ e 50 mg.L™?, no periodo de 24 horas. Ao contrario, notou-se maior
intensidade na germinacdo dos esporos em comparacdo com a placa controle para as mesmas
condicBes, ocorrendo crescimento das hifas e consequentemente formacdo de micelio. Como
zinco é um elemento essencial para o metabolismo do fungo, este metal deve ter usado para
atividades de germinacdo, o que deve ter favorecido maior desenvolvimento dos esporos na
fase inicial da germinagdo. Entretanto, no decorrer do experimento foi observado que a
germinacdo tornou-se lenta, como consequéncia da inibicdo na fase de esporulagdo em
comparagao com o controle, porém sem interromper completamente o desenvolvimento.

O aumento da concentracdo de zinco causa inibicdo a partir de 100 mg.L™ , com
completa inibicdo a partir de 200 mg.L™.

O zinco é um componente ou ativador de algumas enzimas, como
dehidrogenases; mantém a integridade de ribossomos, membranas biolégicas e também ¢é
requerido para o crescimento de microrganismos, contudo concentracOes elevadas deste metal
podem ser inibitorias ou tdxicas para as atividades celulares e de crescimento, causar inibicdo
da respiracdo e da germinagdo de esporos (BABICH; STORTZKY, 1978). Neste trabalho
observou-se inibicdo na esporulacdo e crescimento do fungo em concentragfes superiores a
100 mg Zn(l1).L™ .
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5.2.2. Efeito da concentracédo de Cr(VI) na esporulacdo do fungo Aspergillus

niger em placas

Nas Figuras 7 e 8 sdo mostradas as placas inoculadas com esporos de fungo,

contendo solucdo de metais Cr(V1), apds 24 e 144 horas de incubacdo, respectivamente.

20mz. L' S0mgl? 100mg L 150me L

% 200mg L' | 3UUmglL’ 4UUmg L * SUlhng L *

Figura 7- Placas contendo concentracdes de 20, 50, 100, 150, 200, 300, 400 e 500 mg Cr(VI).L™", no meio de

crescimento, apos 24 horas de incubagdo.

Figura 8- Placas contendo concentragdes de 20, 50, 100, 150, 200, 300, 400 e 500 Cr(VI)mg .L™, no meio de
crescimento, apds 144 horas de incubagéo.

Para a concentracdo de 20mg Cr(VI).L™ ndo foi observado inibicdo da
germinacdo de esporos do fungo, ou seja, apos 24 horas de incubacdo a placa contendo 20 mg
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Cr(VI).L™ apresentou crescimento dos esporos semelhante & placa controle, para as mesma
condicdes.

Nas placas contendo 50mg Cr(VI).L™, observou-se inibicdo acentuada na fase
germinativa do fungo. Entretanto, houve pequeno desenvolvimento entre 96 e 144h horas ndo
chegando, porém, a completa esporulacdo, isso indica que se o tempo de contato fosse maior
do que 144, possivelmente haveria adaptacdo do fungo a concentracdo de metal. Segundo
Gadd (1992) devido a forte capacidade de formacdo de composto de coordenacdo com ions
metalicos, os metais exercem efeitos perigosos, tais como bloqueios de grupos funcionais
biologicamente importantes ou desnaturagdo de enzimas. Tais efeitos s&o inibidos pelos
microrganismos através de processos de complexacdo ou precipitacdo por liberacdo de
produtos extracelulares.

Para as concentracdes superiores a 100mg Cr(VI).L™ ndo observou-se
desenvolvimento do fungo no tempo de 144h de experimento.

De acordo com os resultados, o Cr(VI) foi mais tdxico ao fungo que o Zn(ll),
apresentando maior capacidade de inibicdo na fase germinativa, pois tal inibicdo ocorreu em

concentragOes menores quando comparado com o Zn(ll).

5.2.3. Efeito da toxicidade de metais Zn(ll) e Cr(VI) no crescimento micelial

do fungo Aspergillus niger

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11 ndo houve inibi¢do no
crescimento do fungo em concentracdes menores que 50mg Zn(l1).L™* e 50mg Cr(VI).L™
acima desta, foi observado aumento progressivo da inibicdo do crescimento micelial do fungo

com o0 aumento da concentracdo dos metais.
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Tabela 11. Efeito da dosagem de metais na percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do

Aspergillus niger em 144h de crescimento.

Concentracéo PIC (%)

(mg/L) Zn(l1) Cr(VI)

0 0,00 0,00

20 0,00 0,00

50 0,00 0,00
100 29,38 11,00
150 59,13 100,00
200 72,88 100,00
300 77,88 100,00
400 86,25 100,00
500 100,00 100,00

As médias ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Ezzouhri et al. (2009), estudando a influéncia de metais no crescimento micelial
de fungos, constataram que uma linhagem de Aspergillus niger isolada de solo contaminado
com metais pesados tolerou maior concentracdo de Cr(VI), 480 mg Cr(VI).L?, que a
registrada neste trabalho. Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os resultados
obtidos por Ezzouhri et al. (2009), pode-se observar que em microrganismos de mesma
espécie, devido a capacidade adaptativa dos fungos, as diferentes linhagens, isoladas de
ambientes diferentes, apresentam capacidades de resisténcia e adaptacdo diferentes quando
expostas a0 mesmo metal.

O EDs para os dois metais esta na faixa de concentracéo de 100 a 150 mg.L™ ,
pois dos valores de PIC (Tabela 11), observa-se que nesta faixa tem-se inibicdo de 50% do
crescimento micelial.

A taxa de crescimento que correspondeu a faixa de concentracdo onde se encontra
0 EDs, foi a dosagem que possibilitou o crescimento do fungo & taxa de 0,025 cm.h™, ou seja,
50% da taxa de crescimento micelial na placa controle. A taxa de crescimento do fungo foi de
0,05 cm por hora na placa de controle (Tabela 12). Desta maneira, EDs, determinado a partir
da taxa de crescimento em horas para 0s dois metais encontra-se também na faixa entre 100 e
150 mg.L™.
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Tabela 12. Crescimento médio do micélio de Aspergillus niger e taxa de cresimento em cm.h™, em

concentracdes de ) a 500 mg.L™ de Cr(VI1) e Zn(Il) em 144h de experimento.

Concentragéo Crescimento médio (cm) Taxa de crescimento (cm.h™)
(mg.L™) Zn(l) cr(v1) Zn(Il) Cr(VI)

0 8,00 8,00 0,05 0,05
20 8,00 8,00 0,05 0,05
50 8,00 8,00 0,05 0,05
100 5,65 7,12 0,03 0,04
150 3,27 0,00 0,02 0,00
200 2,17 0,00 0,01 0,00
300 1,77 0,00 0,01 0,00
400 1,10 0,00 0,007 0,00
500 0,00 0,00 0,00 0,00

Observando-se a Tabela 12, confirma-se que o fungo apresenta maior tolerancia
ao Zn(Il) do que ao Cr(VI), pois houve maior crescimento do fungo em presenca de maiores
concentracdes de Zn(ll) do que de Cr(VI), ratificando a menor toxicidade de zinco para o
fungo, j& que este é um elemento essencial, enquanto que o Cr(V1) néo é.

A partir de 100 mg.L™ observou-se o inicio da inibicdo no crescimento micelial
do fungo, tanto para Zn(ll) quanto para Cr(VI), o que reflete em menor taxa de crescimento
micelial na presenca de ambos metais (Tabela 12).

A presenca de metais pode alterar também a coloracdo tipica do fungo
(EZZOUHRI et al., 2009). No caso da Linhagem de Aspergillus niger estudada, foi observado
um clareamento da pigmentacdo do micélio, tanto em presenca de Zn(ll) como em presenca
de Cr(VI), conforme pode ser observado nas figuras 6 e 8. Tais mudancgas sao comuns em
espécies fungicas.

Em presenca de 300mg Zn(l1).L™* houve inibicdo do crescimento micelial em
77,80% em relacdo ao controle (Tabela 11). Se comparado com os resultados obtidos por
Babich e Stotzky (1978), em que a adicdo de 300mg zn(l1).L™* ao meio de crescimento
reduziu o crescimento micelial de F. solani, C. echinulata, A. niger e T. viride para

aproximadamente 50% do controle (sem zinco), pode-se observar que a linhagem de
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Aspergillus niger isolada do efluente da industria petrolifera foi menos tolerante ao Zn(lIl) que
a linhagem estudada por Babich e Stotzky (1978), que também observaram que as espécies
por eles estudadas, mostraram-se tolerantes a Zn(ll). Essa tolerancia ao zinco deve ser
conseqliéncia do requerimento deste metal como micronutriente essencial ao metabolismo de
fungos e também na participacdo da sintese de enzimas.

Também foram observadas diferentes taxas de crescimento do fungo em presenca
de Zn(ll) e Cr(VI) (Tabela 12), indicando que a tolerancia do fungo aos metais vai depender
do tipo e concentracdo de metal, e da sua capacidade de adaptagéo, fato que corrobora com o
estudo de Zafar, Agil e Ahmad (2007), no qual os autores verificaram que a variagdo na
tolerancia deve-se a um ou mais tipos de mecanismos de resisténcia, que podem ser producédo
de enzimas, como a redutase (SRIVASTAVA; THAKUR, 2006aa), imobilizacdo de metais
por formacgdo de complexo, como 0s quelatos, bioacumulagdo ou biossorgéo, entre outros.
Né&o sendo possivel identificar o mecanismo de resisténcia atuante devido a falta de estudos
genéticos e moleculares para os fendmenos de tolerdncia e detoxificacdo de metais,
apresentados por microrganismos. Segundo Srivastava e Thakur (2006b) e Ezzouhri et al.
(2009) a detoxificacdo de Cr(V1) por Aspergillus niger é mediada por enzimas antioxidantes,
tais como as peroxidases, catalase e ascorbato peroxidase.

Nas Figuras 9 e 10 sdo mostrados o crescimento micelial do fungo nas diferentes
concentragfes dos metais Zn(ll) e Cr(VI), respectivamente. Como o fungo ndo se
desenvolveu nas placas contendo 500 mg Zn(Il).L™" e 500 mg Cr(VI).L?, estas ndo estdo
mostradas nas Figuras 9 e 10.

Figura 9- Placas contendo concentragdes de 0 (controle), 20, 50, 100, 150, 200, 300, 400 e 500 Zn(Il) mg.L™

apos 144 horas de incubag&o.
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Figura 10- Placas contendo concentraces de 0 (controle), 20, 50, 100, 150, 200, 300, 400 mg Cr(VI).L™ ap6s
144 horas de incubagéo.

De acordo com as Figuras 9 e 10 pode-se observar que & medida que aumentou a
concentracdo de metal houve diminuicdo no crescimento do micélio, ou seja, houve aumento
da inibicdo, tanto para Zn(ll) quanto para Cr(V1), sendo esta mais acentuada para o Cr(VI).

Como os esporos sdo estruturas muito resistentes é esperado que a fase vegetativa,
aquela na qual o micélio j& esta formado, como no caso dos discos de micélio, seja bastante
resistente a condi¢Oes adversas. Se comparado com 0 mesmo teste para fase germinativa,
observou-se que o fungo Aspergillus niger, na fase vegetativa, apresentou maior tolerancia
aos metais, 0 que significa que apesar da inibi¢cdo ser menor na fase vegetativa, o crescimento
do fungo néo é impedido pela presenga destes metais na fase germinativa.

A linhagem de fungo Aspergillus niger estudada apresentou niveis de tolerancia
diferentes para Zn(Il) e Cr(VI), podendo ser usado no tratamento de efluentes poluidos com
metais, como biossorvente ou biorremediador, dependendo do tipo e da concentracdo de metal
a ser removido.

Comparando os resultados do teste de inibicdo do crescimento micelial com os
resultados do teste de inibi¢do da esporulacdo do fungo pode-se observar que o micélio é bem
mais tolerante ao Cr(VI1) e Zn(Il) que a forma germinativa, refletindo diferentes processos
bioldgicos entre as duas formas do fungo (TAVARES; SOUZA, 2005). Como 0s esporos sao
estruturas muito resistentes é esperado que a fase vegetativa (micélio) seja bem mais
resistente a condi¢Oes adversas que a fase de germinacdo (formacdo dos esporos), como o
observado no presente trabalho.

Foi observado também que para as primeiras horas de incubagdo nédo foi

verificado crescimento, mas com o passar do tempo o fungo se desenvolveu, em ambos 0s
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testes, confirmando sua capacidade de adaptacdo a condicdes adversas (VALIX; LOON,
2003). Segundo Zafar, Agil e Ahmad (2007) a variacdo na tolerancia deve ser devida a um ou
mais tipos de mecanismos de resisténcia, que podem ser producdo de enzimas, como a
redutase, que convertem metais toxicos em formas menos toxicas (SRIVASTAVA;
THAKUR, 2006a), imobilizacdo de metais por formacgédo de complexo, como os quelatos.

5.3. Caracterizacdo da biomassa

A biomassa foi caracterizada quanto a morfologia, presenca de sitios de adsorcéo

e potencial de carga zero.

5.3.1. Caracterizacdo morfolégica da biomassa na forma de “pellets” por

microscopia eletronica de varredura

A morfologia da superficie do “pellet” fangico € mostrada pela micrografia
eletronica de varredura na Figura 11, na qual é observado que os “pellets” do Aspergillus
niger possuem estruturas de superficie fibrosa. Esta propriedade de superficie pode ser
considerada como um fator que proporciona um aumento na area total de superficie,
facilitando a remocdo de metais. Aspecto morfolégico similar foi observado para outros
fungos, como o Penicillium chrysogenum (LOW; TING; DENG, 2008). Em estudos de
remocao de metais com Aspergillus niger na forma micelial, Amini et al. (2008) observaram
que a superficie interna do micélio do fungo parecia ter paredes com multicamadas, 0 que ndo

foi observado na micrografia da Figura 11.
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Figura 11- Morfologia da superficie dos ‘pellets” por microscopia eletrénica de varredura em um aumento de
500 vezes a 20kV (A) e aumento de 2000 vezes a 20 kV(B).

5.3.2. Determinacdo dos sitios de adsorcdo empregando espectroscopia no

infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR)

A interpretacdo de um espectro no infravermelho envolve a correlagdo entre
bandas de absorcdo do espectro de um composto desconhecido com frequéncias de absor¢édo
conhecidas para tipos de ligacbes. Os fatores que identificam a fonte de adsorcdo de uma
banda s&o a intensidade, a forma e a posicdo da banda no espectro (PANDEY et al., 2009).

O espectro na regido do infravermelho para a amostra de biomassa de Aspergillus
niger esta apresentado na Figura 12. Este foi obtido para avaliacdo dos grupos funcionais
presentes na biomassa do fungo, que possam estar envolvidos na biossor¢éo e bioacumulacao
dos Zn(l1) e Cr(V1).
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Figura 12- Espectro na regido do infravermelho da biomassa do fungo Aspergillus niger em pastilha de KBr.

Observou-se uma banda em 2368 cm™, que é caracteristica da presenca de CO,. A
banda é detectada corriqueiramente nos espectros de FTIR, devido a respiracdo do analista.
Esta banda ndo foi considerada no estudo por tratar-se de contaminacdo da amostra por CO;
do ambiente, apesar de ter sido realizado teste em branco pela leitura da pastilha de KBr sem
amostra.

A classificacdo dos grupos funcionais de acordo com o numero de onda

caracteristico e suas atribuicfes € apresentada na Tabela 13.

Tabela 13. Tabela de atribuicfes de sitios de adsorcdo na regido do infravermelho para a biomassa bruta do

fungo Aspergillus niger.

NGmero de onda observado (cm™) Atribuicdes
3406 Vassimérico & NHy de amina e grupos —OH de
hidroxilas.
2927 Grupo C-H de alifaticos
2135 GrupoC =C
1647 v -CO de amida priméria
1558 d -NH de amida secundaria
1406 d C-H de metil
1080 Ortofosfatos (PO,*)
1035 Ortofosfatos (PO,*)
601 d N-H fora do plano.

v->Estiramento; 6> Deformac&o angular.
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As bandas que aparecem no espectro da biomassa foram atribuidas a diversos
grupos e ligacdes de acordo com 0s seus respectivos comprimentos de onda como reportado
na literatura (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1994; MUNGASAVALLI;
VIRARAGHAVAN; JIN, 2007; PANDEY et al., 2008; PANDEY et al., 2009; SUN et al.,
2009; AMINI; YOUNESI; BAHRAMIFAR, 2009a; 2009b).

A banda em 3406 cm™ representa o estiramento assimétrico de NH, de amina
(AKAR et al., 2009) e o arredondamento dessa banda indica a presenca de grupos hidroxila (-
OH). Estes grupos sdo decorrentes da presenca de proteinas e grupos acetamina da fracdo
quitina contida na parede celular de fungos e também de glicose (BAl; ABRAHAM, 2002;
FISCHER et al., 2006; SUN et al.,, 2009). Mungasavalli, Viraraghavan e Jin (2007)
observaram bandas nessa regido em estudos com biomassa de Aspergillus niger para
biossor¢do de cromo. Estes autores observaram que o estiramento do grupo -OH ocorre
também devido a presenca de acidos carboxilicos (-COOH), que podem ser identificados em
bandas extremamente largas, na faixa de 3430 a 3400. Segundo Tobin, Cooper e Neufeld
(1984).

A banda em 2925 cm™ representa o estiramento CH de compostos alifticos
referentes a carboxilas. Kapoor e Viraraghavan (1997) observaram banda em comprimento
de onda semelhante. A banda em 2135 é caracteristica de grupos C=C de alcinos
(DUDLEY; FLEMING, 1995).

Outras bandas importantes identificadas foram 1647 e 1558 cm™ que representam
amidas primaérias e secundarias, respectivamente (caracteristica de vibragdo de estiramento —
C=0 de proteinas) e a banda em 3406 cm™; estas bandas também foram observadas por
Mungasavalli e colaboradores (2007) e reportadas como responsaveis pelo sequestro de
diferentes metais pela biomassa. A banda de intensidade fraca em 1406 foi identificada como
banda de deformac&o axial simétrica de &nion carboxilato (-COQ").

Outro grupo funcional importante para biossor¢cdo de metais sdo os fosfatos (-
PO,), identificados no espectro pela presenca das bandas de absorcdo em 1080 e 1035 cm™,
bandas identificadas também por Mungasavalli, Viraraghavan e Jin (2007) para biomassa do
fungo Aspergillus niger. Grupos fosfatos estdo presentes principalmente em glicoproteinas da
membrana celular dos fungos e sdo grupos importantes para biossor¢do, pois exibem carga
negativa acima de pH 3 (SANGHI; SANKARARAMAKRISHNAN; DAVE, 2009).

Tobin, Cooper e Neufeld (1984) tém reportado que grupos funcionais semelhantes
a amidas (-NH,), fosfatos (PO,%), carboxil (-COOH), e hidroxilas (-OH) sio responsaveis por

sequestro de metais pela biomassa fangica, como por exemplo, Cr, Th, Mo, V, Ni.
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Outra banda encontrada que evidencia a presen¢a de aminas e amidas € a banda
em 601 cm™, que representa a deformacdo angular da ligacio N-H fora do plano.
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1994). A regi&o entre 900 e 700 cm™ é identificada
como a regido de identidade de microrganismos (FISCHER et al., 2006).

Os vérios grupos funcionais ionizados sdo 0s principais responsaveis pela
biossorcdo de metais na parede celular de fungos. A superficie das células dos fungos tem
carater, principalmente, negativo, devido a presenca de grupos ionizados em sua parede
celular, tais como, carboxil, hidroxilas e fosfatos(DEEPA et al., 2006), tendo assim grande
afinidade em remover cétions metalicos, como, Zn(ll), Cu(ll), Pb(ll).

Os grupos amino ionizam-se em solugéo aquosa aceitando um préton e adquirindo
carga positiva, podendo, entdo, adsorver metais na forma de anions, como no caso do Cr(VI)
que em pH &cido encontra-se predominantemente nas formas Cr,0;%, HCrO4 e Cr,O4
(CONGEEVARAM et al., 2007).

A presenca dessas bandas de absorcdo confirma a capacidade do fungo em
remover metais do meio aquoso, pois ions metalicos presentes em solucdo se ligam a esses
grupos funcionais, seja por formacdo de complexos ou por atragdo eletrostatica. Segundo
Mungasavalli, Viraraghavan e Jin (2007) e Bai; Abraham (2002) os grupos amina sdo 0s
principais responsaveis pela remoc¢édo de Cr (V1) na forma de cromatos em solugédo acida. A
carga negativa dos ions cromato é eletrostaticamente atraida pela carga positiva de aminas
protonadas presentes na parede celular de Aspergillus niger. Entretanto, cations metalicos sdo
removidos principalmente por grupos carboxila e hidroxilas

A confirmacdo de grupos amina, fosfato e carboxil sugerem que o biossorvente é
composto principalmente por quitina e glucana. A parede celular do fungo pode ser
considerada como um mosaico de diferentes grupos funcionais que atuam como complexos de
coordenacao quando em presenca de ions metalicos (SANGHI;
SANKARARAMAKRISHNAN; DAVE, 2009).

5.3.3. Determinacéo do ponto de carga zero

O ponto de carga zero (PCZ) da biomassa de Aspergillus niger esta apresentado
na Figura 13. Segundo Nomanbhay e Palanisamy (2005) o PCZ € o ponto em que a superficie

acida (ou basica) dos grupos funcionais ndo contribui para os valores de pH da solucéo, ou
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seja, é definido como o pH em que a superficie da biomassa fungica possui carga neutra e se
mantém constante independente do pH inicial, comportando-se como um tampéo.

Os resultados indicam que os valores de PCZ estdo na faixa de 4,4 a 4,6, que é a
faixa de convergéncia das curvas.

A dependéncia da remogdo metais pode ser explicada em termos da carga da
superficie do material adsorvente. A carga da superficie € neutra no ponto zero de carga, que
se situa entre 4,4 a 4,6 para a biomassa de Aspergillus niger estudada. Para valores de pH
abaixo do PCZ a superficie fica positivamente carregada e a adsor¢do de anions ocorre por
atracdo eletrostatica. Acima do PCZ a superficie fica carregada negativamente e a adsorcdo de

cations € prevalente.
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Figura 13- Curvas experimentais para determinacdo do ponto de carga zero.

5.4. Ensaios de adsor¢do em batelada para remocéo de Cr (V1) e Zn(11)

No processo de adsor¢do normalmente sao empregados os modelos de isoterma de
Langmuir e Freundlich para interpretar os dados experimentais de adsor¢do, devido a
facilidade de transformar estas equagdes para a forma linear e, consequentemente, 0S

parametros podem ser estimados graficamente.
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5.4.1. Efeito da variagdo do pH

A biossorcdo de ions metalicos por fungos é afetada por varios fatores, incluindo
as propriedades especificas da superficie da parede celular do fungo, propriedades fisico-
quimicas do meio de adsor¢do, como pH, dosagem de adsorvente e tempo de equilibrio.
Estudos tém mostrado a importancia do controle do pH nos experimentos de biossor¢ao
(KAPOOR; VIRARAGHAVAN; CULLIMORE, 1999; VASUDEVAN; PADMAVATHY;
DHINGRA, 2002; BINGOL; ASLANB; CAKICIA, 2009), pois este parametro influencia
diretamente a remocao de metais, podendo interferir na especiacéo e na biodisponibilidade de
especies metélicas, e na carga dos sitios ativos da superficie da parede celular dos fungos
(BLAZQUEZ et al., 2005).

O efeito do pH na remocdo de Zn(ll) e Cr(VI) foi investigado na faixa de 2,5 a 6
,0 tanto para biomassa viva quanto pela biomassa morta.

Na Figura 14 séo apresentados os resultados de efeito da variacdo de pH para a
remocao de Zn(ll) pela biomassa viva de Aspergillus niger.Mudancas no pH da solucdo
mostram diferengas significativas da biossor¢cdo de Zn(ll) e Cr(VI) pelos dois tipos de
biomassa.
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Figura 14- Efeito do pH na remocédo dos ions Zn(Il) e Cr(VI) pelas biomassas, viva e morta, de Aspergillus

niger. Condicdes: solugdes monoelementares de 50mg Zn(11).L™ , 24h, 28 + 2°C e 50mg Cr (VI).L™", 24h, 28 +
2°C.
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De acordo com a Figura 14, observa-se que a medida que se incrementa o pH, a
remocao Zn (I1) tende a aumentar até atingir um percentual de 46,2% para biomassa viva e de
24,9% para biomassa morta, ambos em pH 5, a partir do qual ha um decréscimo na
capacidade de remocdo de Zn(ll). Para pH variando de 2 a 4, observou-se que as percentagens
de remocdo variaram de 27 a 34%, para biomassa viva e de 0,4 a 5,0% para biomassa morta.
O pH 6timo para remocéo de Zn(Il) foi 5.

Verificando-se o diagrama de especiacdo de zinco (ANEXO A), observa-se que
em pH <7 a espécie idnica predominante é o Zn(ll), que estad presente principalmente, na
forma de Zn(ll), encontrando também espécies Zn(OH)", em pequena quantidade
(CARROTT et al., 1996; AGRAWAL; SAHU; PANDEY, 2004). Portanto no pH 6timo de
remocao de zinco, neste trabalho, a espécie predominante é o Zn(l1).

Observando-se o grafico de ponto de carga zero (Figura 13) em pH 5 a superficie
da biomassa encontra-se negativamente carregada o que favorece a adsor¢do de cétions, no
caso Zn(Il).

Sag, Kaya e Kutsal (1998) em estudos de remocao de Cu(ll) e Zn(Il), em batelada,
pela biomassa morta de Rizhopus arrizhus fizeram ensaios de variacdo de pH na faixade 1 a
7, para cada um dos metais isoladamente e observaram que o pH étimo para remocéo destes
cations metalicos encontrava-se na faixa de 4 a 5, o que corrobora com o resultado de pH
Otimo, para a remocdo de Zn(Il) por Aspergillus niger, encontrado neste trabalho.

Segundo Pagnanelli et al. (2003), com a desprotonacdo dos sitios ativos, estes se
tornam fracamente &cidos, favorecendo a biossor¢do de cations metélicos. Entretanto, em pH
6 (tanto para biomassa viva, quanto para biomassa morta) houve reducédo da percentagem de
remocao de Zn(ll), ou seja, a remocdo caiu para 32% e 18%, respectivamente. Em pH alcalino
podem ocorrer outros efeitos que também diminuem a sorcdo de cations metalicos pela
biomassa, tais como, precipitacdo na forma de sal e hidratacdo das espécies metélicas.

A diminuicdo da percentagem de remocao Zn(ll) em valores de pH inferiores,
resulta da competicdo de ions hidrogénio com os cations metalicos pelos sitios ativos
disponiveis para biossor¢do. Em pH altamente &cido (pH<2), a carga global da superficie da
parede celular do fungo fica positiva (SARI; TUZEN, 2009) entdo, cations metalicos e
protons competem pelos sitios de ligacdo, o que diminui a capacidade biossortiva. Yun-Guo et
al. (2006), reforcam a existéncia da competicdo entre H" e o cation metélico pelo sitio de
adsorcéo.

De acordo com os estudos na regido do infravermelho para determinacdo dos

grupos funcionais presentes na superficie da biomassa (resultados mostrados no item 5.3.2)
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foram encontrados grupos funcionais, como hidroxilas, carboxilas na superficie da biomassa
do fungo Aspergillus niger. Em pH préximo de 5, que foi o pH 6timo encontrado neste
estudo, estes grupos funcionais ficam negativamente carregados (QAISER; SALEEMI,;
AHMAD, 2007) facilitando a ligacdo com ion metalico Zn(l1).

Para o Cr(VI), o incremento de pH faz com que a remogéo diminua (Figura 14), e
0 pH otimo para remogédo de Cr(VI1) é 2,5, para um percentual de remoc¢do de 77,5% para
biomassa viva e de 98,7% para biomassa morta. Observou-se que a medida que o pH
aumentou a remocao de Cr(VI) diminuiu.

O cromo exibe diferentes tipos de equilibrio dependendo do pH da solugédo
(ANEXO B). Na faixa de pH de 2 a 6 as espécies predominantes no equilibrio sdo HCrO4 e
Cr,0/%. Os fons HCrO4 predominam em pH &cido mas, conforme se aumenta o pH da
solucdo, estes fons se convertem em Cr,O;*. Em pH >8 predomina a existéncia de uma Gnica
espécie, 0 CrO,%. Em pH<2 hé formacdo de espécies de 6xidos de cromo polimerizadas
Crs010° e Crs015° (KARTHIKEYAN; RAJGOPAL; MIRANDA, 2005, KUMAR;
BISHNOI; GARIMA; BISHNOI, 2008). Considerando que o melhor desempenho de remocéo
de Cr(VI) ocorreu em pH 2,5 sugere-se que a forma HCrO, foi a forma preferencialmente
adsorvida pela biomassa estudada. Segundo Bingol et al. (2004) a espécie ibnica HCrO, é a
forma idnica predominante de pH 2 a 4.

O pH 6timo para remocéo de Cr(VI) foi 2,5. De acordo com o grafico de ponto de
carga zero (Figura 13) em pH 2,5 a superficie encontra-se positivamente carregada o que
favorece a adsorgdo de espécies anidnicas. Escolheu-se trabalhar com pH superior a 2,5 para
evitar a formacao de espécies moleculares, H,CrO,4, em solucdo, pois nesta forma o cromo
ndo esta disponivel para ser biossorvido.

Com base no exposto, escolheu-se trabalhar com pH 5 para remocéo de Zn(ll) e
com pH 2,5 para remocao de Cr(VI).

5.4.2. Efeito da dosagem do adsorvente

A dosagem de biomassa é um parametro importante por que determina a

quantidade minima de biossorvente para capacidade maxima de remocdo do ion metalico.
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Foram realizados experimentos individuais para cada metal. A Figura 15 mostra a
percentagem de remocdo de Zn(ll) e de Cr(VI) em fungédo da dosagem de biomassa viva e a
Figura 16, em funcdo da dosagem de biomassa morta.

Na determinacdo da quantidade de biomassa 6tima para a remocao de Zn(ll) e
Cr(VI) foram testadas dosagens de adsorvente variando na faixa O a 180g de biomassa viva
por litro de solucéo de metal e dosagens de 0 a 40 g de biomassa morta por litro de solucao de
metal.

Observou-se que a percentagem de remogdo dos metais pela biomassa viva
(Figura 15) variou de 34 a 50% para Zn(ll) para a concentracdo de 20g.L™ e 100g.L™,
respectivamente, sendo esta menor que a percentagem de remoc¢édo de Cr(V1), para biomassa
viva, que variou de 43 a 99,6%. A remocdo maxima foi observada em dosagens de
biossorvente de 100mg.L™ para Zn(ll) e de 80mg.L" para o cromo, a partir destas
concentra¢Bes hd uma estabilizacdo na remocao destes ions, indicando saturagdo dos sitios de

adsorcdo na biomassa.
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Figura 15- Efeito da dosagem de biomassa na remog&o dos ions Zn(Il) e Cr(VI) pela biomassa viva. Condicdes:
solugBes monoelementares de 50mg Zn(I1).L™ , pH 5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr (VI).L?, pH2,5, 24h, 28 +
2°C.
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Figura 16- Efeito da dosagem de biomassa na remocgdo dos ions Zn(ll) e Cr(VI) pela biomassa morta.
Condicdes: solucdes monoelementares de 50mg Zn(I1).L™* , pH 5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr (VI1).L™?, pH2,5,
24h, 28 + 2°C.

Na Figura 16 sdo observadas as curvas de remogdo de Zn(ll) e Cr(VI) pela
biomassa morta. Observou-se que a dosagem de biomassa em que se teve maior percentagem
de remocdo de Zn(ll) foi de 20g.L™, com remocéo de 36% e de Cr(VI) foi de 10g.L™, com
remocdo de 99,1%. A partir dessas concentragfes de biossorvente houve estabilizacdo na
remoc¢do, assim como para biomassa viva, indicando saturacdo dos sitios de adsor¢do da
biomassa.

O aumento de remocdo dos metais pelo aumento da dosagem de biomassa pode
ser atribuido ao aumento do nimero de sitios de adsor¢do disponiveis, mas se este aumento
for superior a dosagem Otima de biossorvente, a biossor¢do pode ficar comprometida, tanto
pela saturacdo do biossorvente quanto pelas interacdes eletrostaticas entre os sitios ativos do
biossorvente. Segundo Romera et al. (2007) concentracbes elevadas de biossorvente por
volume de solugdo podem exercer um efeito de carapaca sobre os sitios de adsorcéo,
protegendo-os de serem ocupados por ions metalicos.

Comparando-se as Figuras 15 e 16, observou-se que a remocao de Cr(VI) foi
maior que a remocdo de Zn(l1), tanto para biomassa morta quanto para biomassa viva.

As dosagens de biossorvente 6timas obtidas experimentalmente para remogéo de
Zn(Il) foram 100g de biomassa viva. L™ e 20g de biomassa morta. L™ e para remocéo de

Cr(VI) foram 80g de biomassa viva. L™ e 10g de biomassa morta. L™
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5.4.3. Cinética de adsorgao

O estudo cinético foi realizado para se estabelecer o tempo necessario para o
sistema atingir o equilibrio de adsorcdo, mantendo constantes a concentracdo, o pH e a

dosagem de biossorvente.

5.4.3.1. Efeito do tempo de contato

O tempo necessario para que o equilibrio seja atingido em sistemas de biossorgdo
é funcdo de varios fatores tais como, o tipo de biomassa (quantidade e tipos de grupos
funcionais envolvidos na biossorcao), o tamanho e a forma da biomassa, o estado da biomassa
(viva ou morta), além do metal envolvido no sistema (WANG; QIN, 2006).

Para determinar o tempo de equilibrio para a biossorcéo de Zn(ll) e Cr(V1), tanto
pela biomassa viva quanto pela biomassa morta, variou-se o tempo de contato de 0 a 1440
minutos em 28+2 °C, mantendo-se massa de adsorvente, pH e concentracdo de adsorvato
constantes.

Na Figura 17 estdo apresentados os resultados referentes a percentagem de
remocao de Zn(ll) e Cr(VI), pela biomassa viva, em func¢do do tempo.
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Figura 17- Efeito do tempo de contato na remocao dos ions Zn(Il) e Cr(VI) pela biomassa viva. Condicoes:
solugdes monoelementares de 50mg Zn(11).L™" ,Chiomassa= 100mg. L™, pH 5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr
(VI).L™", Chiomasse= 80mg. L™, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.
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De acordo com o grafico da Figura 17 verificou-se que o processo de adsor¢édo de
Zn(I) pela biomassa viva ocorre em duas fases, uma fase inicial rapida, na qual houve
remocao de aproximadamente 31% com 30 minutos de experimento, seguida de uma fase
lenta, na qual a remocdo foi de 7% em comparacdo com a fase rdpida. O equilibrio foi
atingido ap6s aproximadamente 180 minutos de contato, ou seja, somente ap6s 3h. No tempo
de equilibrio foi observada remocéo de 37,3 % de Zn(Il). Apos esse periodo a remocao de
ions Zn(I1l) houve pequena variacdo com o tempo. O processo de biossorcdo pode ser
considerado rapido, pois nos primeiros 10 minutos, 84% da quantidade total de metal retido
pela biomassa ja havia sido biossorvido pela biomassa.

A biossorcao de Cr(VI) pela biomassa viva (Figura 17) também ocorreu em duas
etapas, como para o Zn(ll). Nos primeiros 10 minutos foi observada remocdo de 44% de
Cr(V1) da solugdo. Numa segunda etapa, que se processa por um longo periodo de tempo, de
aproximadamente 1430 minutos, a remocao continuou até um total de 83%, e a curva tendeu
para o0 equilibrio apés 1020 minutos de experimento (17h). Khambhaty et al. (2009)
observaram o mesmo perfil de curva cinética para biossorcdo de Cr(\VI) por uma espécie
marinha de Aspergillus niger.

Para ambos os metais, Zn(Il) e Cr(VI) a cinética de remocdo pela biomassa viva
pode ser considerada rapida, pois 0s maiores percentuais da remogao ocorreram nos primeiros
30 minutos de contato para a remoc¢do de Zn(ll) e primeiros 10 minutos de contato para
Cr(VI).

Na Figura 18 observou-se os resultados referentes a remocédo de Zn(Il) e Cr(VI)
pela biomassa morta de Aspergillus niger em funcdo do tempo de contato. A partir dos
resultados obtidos para remoc¢do de Zn(ll) pela biomassa morta observou-se, que a maior
parcela da adsorcdo de Zn(lIl) ocorreu nos primeiros 10 min (25%). O equilibrio foi atingido
apo6s 180 minutos de experimento. Portanto, a cinética é descrita em duas fases, uma fase

rapida (fisissorcao) seguida por uma fase lenta (quimissorcao).
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Tempo (min)
Figura 18- Efeito do tempo de contato na remocéao dos ions Zn(ll) e Cr(VI) pela biomassa morta. Condices:
solucdes monoelementares de 50mg Zn(I1).L™ ,Chiomassa= 20mg. L™, pH 5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr (VI).L’
! Chiomassa= 10mg. L™, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.

Para o Cr(VI) (Figura 18) a remocdo também se processou em duas fases, a
primeira caracterizada como rapida, na qual observou-se remocéo de 63%, nos primeiros 30
minutos de contato, seguida por uma fase lenta. Ndo foi alcancado equilibrio no tempo
méaximo estudado (1440 minutos).

Para ambos os tipos de biomassa observou-se maior afinidade por Cr(VI) que por
Zn(I).

De acordo com Chen et al. (2005) a biossorcdo com biomassa viva acontece em
duas fases, pois a remocdo do metal ocorre tanto por processos metabolicamente
independentes (biossor¢cdo na superficie do adsorvente, considerado como rapido) quanto por
processos metabolicamente dependentes (a bioacumulacdo, considerada como processo
lento).

Nos experimentos de cinética de adsor¢do (Figuras 17 e 18) a maior parte do
metal foi biossorvido na superficie do adsorvente (na etapa réapida), indicando que o processo
de biossorcdo prevaleceu em relacdo a bioacumulacdo para remocéo de Zn(Il) e de Cr(VI)
pelo fungo estudado, tanto para biomassa viva quanto para biomassa morta. O mesmo
comportamento foi observado por Liu et al. (2006) para remocéo de Zn(l1) pela biomassa viva

de Aspergillus niger.
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A rapida razdo de adsorcdo observada no inicio do experimento pode ser
explicada pela grande disponibilidade de sitios ativos vazios aptos a adsorver ions metalicos.
Isto € um indicativo de que a adsorcao ocorre principalmente na camada superficial externa
do biossorvente e se da por interagdes fisicas e quimicas entre biomassa e ions metalicos
(CHEN et al., 2005). Com a ocupagdo gradual destes sitios a sorcdo comeca a perder
eficiéncia na fase lenta, como foi observado nos graficos de percentual de remoc¢édo em funcéo
do tempo (Figuras 17 e 18).

E desejavel que a adsorcdo ocorra rapidamente para o sucesso da aplicagio de
biomassas como adsorvente, pois desta forma ha pouco tempo de contato entre o adsorvente e
adsorvato (SAG; KUTSAL, 2000), além de ser um indicativo de que o metal foi retido pela

biomassa através de interag6es fisico-quimicas (CHEN et al., 2005).

5.4.3.2. Aplicagédo dos modelos cinéticos

Nas Figuras 19 e 20 pode-se observar os graficos resultantes da aplicacdo dos
dados de remocédo de Zn(ll) e Cr(VI), pelas biomassas viva e morta, em funcdo do tempo,
obtidos experimentalmente, ao modelo cinético de pseudo—primeira ordem que é representado

pela equagéo 8:

Kl
log(Qe — Qt) = log Qe_[Z,SOSJt (Eq. 8)
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Figura 19- Modelo cinético de pseudo-primeira ordem para remogao do ion Zn(ll) e Cr(VI) pela biomassa viva
do fungo Aspergillus niger. Condiges: solugdes monoelementares de 50mg Zn(I1).L™ ,Cpiomasss= 100mg. L™, pH
5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr (V1).L™", Cpiomassa= 80mg. L™, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.
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Figura 20- Modelo cinético de pseudo-primeira ordem para remocao do ion Zn(lIl) e Cr(V1) pela biomassa morta
do fungo Aspergillus niger. Condigdes: solugdes monoelementares de 50mg Zn(11).L™ ,Cpiomassa= 20mg. L™, pH
5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr (VI).L™Y, Chiomassa= 10mg. L%, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.

Nas Figuras 21 e 22 sdo mostrados os graficos resultantes da aplicacdo dos dados
de remogédo em funcdo do tempo obtidos experimentalmente, ao modelo de pseudo—segunda

ordem, para as biomassas, viva e morta. Este modelo cinético é representado pela equacaoll:
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Figura 21- Modelo cinético de pseudo-segunda ordem para remogéo do ion Zn(Il) e Cr(VI) pela biomassa viva
do fungo Aspergillus niger. Condicdes: solugdes monoelementares de 50mg Zn(I1).L™ ,Cpiomassa= 100mg.L™, pH
5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr (VI).L™", Cpiomassa= 80mg. L™, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.
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Figura 22- Modelo cinético de pseudo-segunda ordem para remogdo dos ions Zn(ll) e Cr(VI) pela biomassa
morta do fungo Aspergillus niger. Condi¢des: solu¢des monoelementares de 50mg Zn(11).L™" ,Chiomassa= 20mg. L~
1 pH 5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr (V1).L™, Chiomassa= 10mg. L™, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.
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Nas Figuras 23 e 24 estdo apresentados os graficos do modelo cinético de difusdo
intraparticula para remocdo de Zn(lll) e Cr(VI) pelas biomassas, viva e morta,
respectivamente. O modelo de difusdo intraparticula foi obtido pela curva de Qt em funcéo de
T2, Se a difuso intraparticula ocorre o gréfico obtido devera ser linear e passar pela origem
(NAMASIVAYAM; KAVITHA, 2003; KHAMBHATY et al., 2009), caso estas condi¢Oes
ndo sejam atendidas,0 modelo ndo se torna representativo para 0 mecanismo de adsorcdo
estudado.
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Figura 23- Modelo cinético de difusao intraparticula para remocéao do ion Zn(lIl) e Cr(VI) pela biomassa viva do

fungo Aspergillus niger. Condices: solugdes monoelementares de 50mg Zn(I1).L™ ,Cpiomasse= 100mg. L™, pH
5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr (V1).L™", Cpiomassa= 80mg. L™, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.
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Figura 24- Modelo cinético de difusao intraparticula para remocéao do ion Zn(Il) e Cr(VI1) pela biomassa morta
do fungo Aspergillus niger. Condig8es: solugdes monoelementares de 50mg Zn(I11).L ™" ,Chiomassa= 20mg. L™ pH
5,0, 24h, 28 + 2°C e de 50mg Cr (V1).L ™, Chiomassa= 10mg. L™, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.
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Os valores de capacidade de sorcdo (Q), constantes de velocidade (K) e
respectivos coeficientes de correlagdo linear (R?) que foram obtidos por regressdo linear dos
dados dos graficos experimentais dos modelos de pseudo-primeira, pseudo-segunda ordem e
difusdo intraparticula sdo mostrados na Tabela 14.

Os resultados mostrados na Tabela 14, indicaram que os valores de capacidade de
sor¢do calculados, Q: e Q,, apresentam concordancia com os valores de Qeyp, tanto para
Zn(11) quanto para Cr(VI), para as biomassas viva e morta, indicando que a cinética de
adsorcdo estudada € melhor representada pelos modelos de pseudo-primeira ordem e pseudo
segunda ordem, em conjunto, ou seja, 0 processo de adsor¢do se da, tanto por forgas de
natureza fisica quanto quimica.

Os mecanismos fisicos envolvem forcas mais fracas como de Vander Waals,
enquanto que os mecanismos envolvem reacdes de compartilhamento de elétrons através de
forcas de valéncia ou troca i0nica, entre adsorvente e o adsorvato (MOHAN; SINGH;
SINGH, 2006)

Uma avaliacdo quantitativa dos modelos cinéticos requer que os coeficientes de
correlagdo (R?) sejam comparados. Através dos coeficientes de correlacéo calculados para os
graficos obtidos nas Figuras 19 a 24, observou-se que modelo de pseudo-segunda ordem
apresentou valores R? superiores a 0,99 para remocéao de Zn(Il) e Cr(VI1), pelos dois tipos de
biomassa, enquanto os modelos de pseudo-primeira ordem e difusdo intraparticula
apresentaram valores de R? que variaram de 0,39 a 0,95.

Apesar do modelo de pseudo-primeira ordem apresentar menores valores de R?
que o modelo de pseudo-segundo ordem, para os dois metais estudados, tanto os valores de Q;
quanto de Q, apresentaram boa correlagdo com os valores de Qeyp indicando que 0 processo
de biossor¢do de Cr(VI) e Zn(ll) pelas biomassas, viva e morta, € controlado por uma
combinacdo dos dois mecanismos, fisico e quimico.

Em estudos de biossorcdo de Cr(VI) e Zn(ll) por biomassa algal, Vilar et
al.(2007) também observou que o processo de biossor¢do apresentava dois mecanismos
limitantes, a difusdo do adsorvato para superficie externa do adsorvente e a reacdo quimica. A
presenca de mais de um mecanismo é um indicativo de que o processo de biossorcdo é
complexo (LIU; LIU, 2008; LIU; SHEN, 2008).

Segundo Shek (2009) a reacdo de pseudo-primeira ordem (Lagergren),
geralmente, € mais adequada para os estagios inicias do processo de adsor¢do, ou seja,
primeiros 30 minutos de contato entre o adsorvente e o adsorvato (ASKU; TEZER, 2000;
MOHAN; SINGH; SINGH, 2006) o que corrobora com os resultados obtidos, nesta pesquisa,
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para a biossorcdo de metais por biomassa fangica, na qual observou-se que nos primeiros
minutos de contato entre o adsorvente e o adsorvato ocorreu rapida adsorcdo dos ions
metalicos, Cr(V1) e Zn(lIl), o que é caracteristico de ligacdo por fisicas, tais como as forcas de
Vander Waals (MOHAN; SINGH; SINGH, 2006).

Entretanto 0 modelo de difusdo intraparticula (Figuras 23 e 24) ndo se ajustou
adequadamente aos dados experimentais. Este modelo ndo é representativo, pois a reta Q;

versus t*/2

ndo passa pela origem, como mostrado nos graficos das Figuras 23 e 24. Portanto, 0
processo de adsor¢do estudado, tanto para biomassa viva quanto para biomassa morta, ndo é
controlado pela difusdo da solucdo de metal nos microporos do adsorvente, no caso a
biomassa.

Tendo em vista, que os modelos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda
ordem apresentaram maiores valores coeficiente de correlacdo e os valores de capacidade de
sorcdo foram muito proximos aos valores de capacidade de sor¢do experimental, conclui-se
que o processo de adsorcdo é controlado por interacdes de natureza ficas e quimicas entre 0s

grupos funcionais presentes nas biomassas e 0s metais em estudo.
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Tabela 14. Parametros cinéticos para adsor¢ao de Zn(ll) e Cr(V1) pela biomassa viva e morta do fungo Aspergillus niger.

Tipo de ) Experimental Cinética de 1% ordem Cinética de 2% ordem Difuséo Intraparticula
biomassa " C Qerp “ Q R? 2 Q. R Ks R?
(mgL™) (mgg’) (min®) (mg.g’) (g.mg*min?)  (mg.g") (9.mg™.min™?)
Viva Zn(In) 50 0,1836  0,0099 0,1503 0,864 2,397 0,1813 0,999 0,1700 0,399
Morta Zn(11) 50 0,6753  0,0011 0,6212 0,744 0,3996 0,6661 0,999 1,0741 0,739
Viva Cr(V1) 50 0,4163  0,0007 0,0338 0,806 0,1306 0,3330 0,992 0,2614 0,756

Morta  Cr(vVl) 50 04346 00009 04326 0,951 5,5250 043146 0,998 0,3733 0,931
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5.4.4. Isotermas de adsor¢ao

O equilibrio de adsorcdo fornece dados fisico-quimicos fundamentais para a
avaliacdo da aplicabilidade de processos de sor¢do como unidade de operacao.

O estado de equilibrio é descrito, geralmente, por uma equacdo de isoterma, cujos
parametros expressam as propriedades de superficie e a afinidade do adsorvente, em
temperatura e pH fixos (YAMAMURA; YAMAMURA, 2005). Assim, ¢ essencial que se faca
uma descricdo matematica exata da isoterma de equilibrio para uso de um determinado
adsorvente em um processo de separagéo.

Nas Figuras 25 a 28 estdo apresentadas as isotermas de adsor¢do experimentais

para remocao de Zn(Il) e Cr(VI) pelas biomassas, viva e morta, de Aspergillus niger.
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Figura 25- Isoterma de adsorcdo experimental para remocdo de Zn(ll) pela biomassa viva do fungo Aspergillus
niger.Condices: Cpiomassa= 100mg. L, pH 5,0, 24h, 28 + 2°C.
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Figura 26- Isoterma de adsorcdo experimental para remocao de Zn(ll) pela biomassa morta do fungo Aspergillus
niger.Condicdes: Cpiomassa= 20Mg. LY pH 5,0, 24h, 28 £ 2°C.
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Figura 27- Isoterma de adsorcdo experimental para remocéo deCr(V1) pela biomassa viva do fungo Aspergillus
niger.Condicdes: Chiomassa= 80mg. L, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.
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Figura 28- Isoterma de adsorcdo experimental para remocdo de Cr(VI) pela biomassa morta do fungo
Aspergillus niger.Condicdes: Cphiomassa= 10mg. L™, pH 2,5, 24h, 28 + 2°C.

O formato das isotermas fornece informacgdes importantes sobre o processo de
sorcdo. As isotermas obtidas podem ser classificadas quanto a forma, de acordo com a
classificacdo de Giles et al. (1974) apud Hinz (2001) que dividiu as isotermas em quatro tipos
principais: isotermas do tipo S (esférica), L (Langmuir), H (alta afinidade) e C (particdo
constante).

As isotermas obtidas nas Figuras 25 e 27 para remocdo de Zn(ll) e Cr(VI), pela
biomassa viva, enquadram-se na classe de isoterma tipo L, a qual possui inclinacdo ndo linear
e concava em relacdo ao eixo da concentragdo de adsorvato. Este tipo de classe baseia-se no
comportamento de sorcéo a baixas concentracdes (HINZ, 2001). Segundo Giles et al. (1974) a
medida em que os sitios vao sendo preenchidos, torna-se mais dificil para ions metalicos
encontrar sitios vazios no adsorvente.

A isoterma para remogéo Zn(lIl) pela biomassa morta (Figura 26) apresenta forma
sigmoidal, enquadrando-se na classe de isoterma tipo S. Este tipo de curva apresenta baixa
adsorcdo inicial, que aumenta a medida que o nimero de moléculas adsorvidas aumenta, isso
significa que ha uma associacdo entre moléculas adsortivas chamada de adsor¢do cooperativa
(FALONE; VIEIRA, 2004).
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A isoterma experimental para remocéo de Cr(V1) pela biomassa morta (Figura 28)
enquadra-se na classe L-4 da classificacdo de Giles et al. (1974), que representa adsor¢do em
multi-camadas.

Na Figuras 29 a 32 sdo apresentadas curvas comparativas entre as isotermas
experimentais obtidas pela adsor¢éo de Zn(Il) e Cr(VI) pelas biomassas, viva e morta, com 0s
modelos de isotermas de Langmuir e Freundlich.

De acordo com a andlise dos graficos das Figuras 29 a 32, observou-se que para
baixas concentracdes de adsorvato (menores que 50 mg.L™) o processo de adsorcdo de Zn(ll)
e Cr(VI) pelas biomassas viva e morta ajustaram-se tanto ao modelo de isoterma de Langmuir
quanto ao modelo de Freundlich. Em concentracdes maiores de adsorvato (superiores a 50
mg.L™) prevaleceu o modelo de Freundlich para ambos tipos de biomassa.

No processo de adsorgédo normalmente sdo empregados os modelos de isoterma de
Langmuir e Freundlich para interpretar os dados experimentais de adsor¢do, devido a
facilidade de transformar estas equacdes para a forma linear e, conseqiientemente, 0S
parametros podem ser estimados graficamente.

Os dados da isoterma experimental foram aplicados aos modelos de Langmuir e
Freundlich. Estes modelos descrevem o equilibrio estabelecido entre a quantidade de
adsorvato presente na superficie da biomassa (Qmax) € a quantidade de adsorvato que fica na
solucéo (Ce).

O modelo proposto por Langmuir baseia-se no pressuposto de que todos os sitios
de adsorcdo na superficie do adsorvente possuem mesma afinidade pelo adsorvato e que a
adsorcdo ocorre em monocamadas (HINZ, 2001; DAVIS; VOLESKY; MUCCI, 2003) e

obedece a equacao 3, linearizada:

1.
Qn bQ,C.

(Eq. 3)

1
Q

Mediante a linearizacdo do modelo de Langmuir, podem ser estimados 0s
principais parametros envolvidos na adsor¢do do metal, Qmax € “b” (capacidade maxima de
sorcdo e afinidade do biossorvente pelo metal, respectivamente), quando da constru¢do do
grafico de 1/Q versus 1/C.. Qmax € obtido pelo coeficiente linear da reta (A) e o b pelo
coeficiente angular da reta (B). Quanto menor o valor de b menor sera afinidade da biomassa

pelo metal.
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Figura 29- Comparacéo da isoterma experimental de adsorcdo de Zn(ll) pela biomassa viva de Aspergillus niger

com os modelos de Langmuir e Freundlich. Condigdes: Cpiomassa=100mg.L ™", pH=5,0 e 28°C.
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Figura 30- Comparacéo da isoterma experimental de adsorcéo de Zn(Il) pela biomassa morta de Aspergillus

niger com os modelos de Langmuir e Freundlich. Condicdes: Cpiomass==20mg.L™, pH=5 e 28°C.
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Figura 31- Comparacéo da isoterma experimental de adsorcéo de Cr(VI) pela biomassa viva de Aspergillus

niger com os modelos de Langmuir e Freundlich. Condicdes: Chiomassa=80mg.L™, pH=2,5 e 28°C.

—— Experimental
—&— Langmuir

Freundlich

[ ]

Figura 32- Comparacéo da isoterma experimental de adsorcéo de Cr(VI) pela biomassa morta de Aspergillus

niger com os modelos de Langmuir e Freundlich. Condicdes: Cpiomassa=10mg.L™, pH=2,5 e 28°C.
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O modelo de Freundlich baseia-se no pressuposto de que a adsor¢cdo ocorre em
multicamadas e a energia de distribuicdo para os sitios de adsorcdo € essencialmente
exponencial, ou seja, a adsor¢do das espécies aumentara com o0 aumento da sua concentracdo
(HO; MCKAY, 1998). Este modelo ¢ freqlientemente utilizado para descrever o equilibrio de
adsorcdo em sistema com superficie heterogénea e é descrito na sua forma linearizada pela

equacao 6:

logQ =logP + (%) logC, (Eq.6)

Onde P é um indicador da capacidade de sorcéo do adsorvente (L.mg*) en é a
constante relacionada & intensidade de adsorcdo (QAISER et al., 2007; BINGOL et al., 2009).

Mediante a linearizacdo do modelo de Freundlich, Equacdo 6, podem ser
estimados os principais parametros envolvidos na adsor¢do do metal, P e 1/n, quando da
construcdo do gréfico de Log Qe versus Log C.. Sendo P obtido pelo através do coeficiente
linear (A) e 1/n obtido pelo coeficiente angular (B) da equagéo da reta.

Os dados experimentais foram aplicados aos modelos de Langmuir e Freundlich, a
partir das respectivas equacOes linearizadas, Equacfes 3 e 6, obtendo-se as isotermas de
adsorcdo de Langmuir e Freundlich para adsor¢éo de Zn(ll) e Cr(VI) pela biomassa viva do
Aspergillus niger mostradas nas Figuras 29 e 32.

As constantes de Langmuir (b) e Freundlich (1/n), obtidas a partir das isotermas e
os coeficientes de correlacdo sdo apresentados na Tabela 15, onde também se observou as
capacidades maximas de sor¢éo (Qmax) pela biomassa viva e morta.

Os valores de capacidade de sorcdo (Qmax) oObtidos através do modelo de
Langmuir, foram de 1,397 mg Zn(11).g”" e 1,174 mg Cr(VI).g™ para biomassa viva e de 3,833
mg Zn(11).g" e 4,997 mg Cr(VI).g" pela biomassa morta. Portanto a biomassa morta
apresentou maior capacidade de sor¢do de Zn(l1) e Cr(VI) que a biomassa viva. Isto se deve
ao tratamento fisico (aquecimento em autoclave), usado para obtencdo da biomassa morta,
que aumenta a estabilizacdo da biomassa através da remocdo de impurezas e exposicdo de
grupos funcionais aptos a remocdo dos metais de interesse (AMINI; YOUNESI,;
BAHRAMIFAR, 2009b).

A diferenga na capacidade de sorgdo entre a viva biomassa e a biomassa morta,
para diferentes metais, também esta relacionada a complexidade da composicdo da parede
celular dos fungos (GADD et al., 2001; VOLESKY, 2007; CASADEVALL et al., 2009;
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GADD, 2009), ou seja a presenca que diferentes grupos funcionais (sitios de adsorcao), que &
evidenciada através dos estudos de determinacdo dos sitios de adsorcdo empregando
espectroscopia no infravermelho, para biomassa de Aspergillus niger, mostrados nos itens
5.3.2.e 5.5.2., desta pesquisa.

Akar et al. (2005) observou que a capacidade de sor¢do pela biomassa morta pode
ser maior, igual ou menor, que pela biomassa viva, dependendo do tipo de tratamento dado a
biomassa, tipo de biomassa e do tipo de ions metalicos envolvidos. No caso da biomassa do
fungo Aspergillus niger, usada nesta pesquisa, houve aumento na capacidade de sor¢do apds
morte das células da biomassa por aquecimento em autoclave.

Através da andlise dos dados de afinidade do adsorvente (b) pelos metais
estudados (Tabela 15), verificou-se que tanto a biomassa viva, quanto a biomassa morta

apresentaram maior afinidade pelo Cr(VI) do que pelo Zn(ll). Bai e Abraham (2003).

Tabela 15. Parametros de Langmuir e Freundlich , e coeficiente de correlagdo (R?) para a biossorcéo de Zn(ll) e

Cr(VI) pela biomassa viva e morta de Aspergillus niger.

Isoterma de Langmuir Isoterma de Freundlich
Tipo de fon Qmax b R’ P 1/n R’
biomassa (mg.g™) (L.mgh) (L.mg™)
Viva Zn(l) 1,397 0,008 0,91 0,029 0,536 0,93
Morta Zn(l) 3,833 0,005 0,99 0,008 1,399 0,95
Viva Cr(VI) 1,174 1,245 0,93 0,368 0,514 0,98

Morta Cr(\VI) 4,997 21,967 0,78 1,585 0,666 0,97

Os valores dos coeficientes de correlagdo observados na Tabela 15 para a
adsorcdo de Zn(ll) e Cr(VI) pelas biomassas, viva e morta, estdo todos acima de 0,90, com
excecdo do R? do modelo de Langmuir para remocdo de Cr(VI) pela biomassa morta,
indicando boa correlacdo dos dados com os dois modelos de isotermas. Porém pela analise
dos gréaficos das Figuras 29 a 32, observa-se que em baixas concentracdes houve
predominancia dos dois modelos de isotermas e em altas concentragcdes, maiores que 50 mg.L
! prevaleceu o modelo de Freundlich, o qual pressupde que a adsorcéo ocorre em superficie
heterogénea dos sitios de adsorcéo, sendo que os sitios com maior forca de ligagdo séo
ocupados primeiro (DAVIS; VOLESKY; MUCCI, 2003).
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Portanto, a remocdo de Cr(VI) e Zn(ll) pela biomassa, viva e morta, de
Aspergillus niger, em baixas concentracdes de adsorvato, segue tanto ao modelo de Langmuir
guanto ao modelo de Freundlich e em altas concentracfes de adsorvato, segue ao modelo de
Freundlich. King (2008) et al. observaram 0 mesmo comportamento para remocao de Zn(ll)
pelas folhas da Syzygium cumini L.

As caracteristicas essenciais da isoterma de Langmuir podem ser expressas por
uma constante admensional chamada de fator de separacdo ou parametro de equilibrio, Ry,

que é expressa pela equacao 4:

1
Ro=r e
1+b*C,

(Eq. 4)

Onde b é a constante de Langmuir (L.mg™) e C, é a concentracdo inicial (mg.L™).

O parédmetro R, pode ser utilizado para determinar se a adsorcdo é favoravel ou néo,
de acordo com os critérios definidos na Tabela 16.

Tabela 16. Caracteristicas da isoterma de Langmuir em fungdo do valor deo fator de separagéo (R,).

Valores R Tipo de isoterma
R.>1 Desfavoravel
R.=1 Linear
O<RL<1 Favoravel
R <0 Irreversivel

Os valores de R, encontrados para biossorcéo de Zn (I1) e Cr(VI) pelas biomassas,
viva e morta, do Aspergillus niger encontram-se todos na faixa entre 0 e 1 confirmando a
biossorcdo favoravel. As formas das curvas de R, versus Cy, de Zn(ll) e Cr(VI) para o
biossorvente estudado, sdo mostradas nas Figuras 33 e 34, respectivamente (BINGOL;
ASLANB; CAKICIA, 2009).
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Figura 33- Fator de separacédo para a biossor¢do de Zn(ll) pelas biomassas, viva e morta, de Aspergillus niger.
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Figura 34- Fator de separagdo para a biossor¢do de Cr(VI) pelas biomassas, viva e morta, de Aspergillus niger.
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5.5. Determinacdo das caracteristicas morfoldgicas ap6s biossorgéo

5.5.1. Microscopia eletrénica de varredura

Nas Figuras 35(A e B) sdo mostradas as micrografias do “pellet” antes e apés a
biossorcéo de Zn(l1), na qual pode-se observar a formagdo de uma camada por cima das hifas,
como se fosse um filme. Isto pode ser resultado de algum tipo de mecanismo de resisténcia,
de complexacdo ou de precipitacdo extracelular de metal na camada externa do micélio.
Segundo Veglio e Beolchini (1997) a precipitacdo pode ocorrer em conseqiéncia da interacdo
quimica entre o0 metal e grupamentos funcionais na superficie da biomassa.

Comparando-se as Figuras 35(A) e 35(B) pode-se observar que as hifas ficam
espessas apos a biossorcdo de Zn(ll), provavelmente devido a biossor¢do do metal.

Né&o foram feitas micrografias para biomassa apds biossorcdo com Cr(VI) devido

a problemas no microscopio eletrénico de varredura.

Figura 35- Morfologia da superficie dos “pellets” antes da biossorcdo (A) e apos biossorcdo com solucdo de 300

mg Zn(I1).L™ (B) por microscopia eletrdnica de varredura em um aumento de 500 vezes a 20kV.
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5.5.2. Determinacdo dos sitios de adsor¢do empregando espectroscopia no
infravermelho, apds biossor¢ao com solucéo de Zn(I1) e Cr(VI).

Foi feita a comparacdo dos espectros antes e apds a biossorcdo de solucdes
monoelementares de 50 mg Zn(ll). L™ e 50 mg Cr(VI).L™ para identificar os sitios de
adsorcdo presentes na remocgédo destes metais.

Os espectros da biomassa antes e apds a biossorcdo estdo apresentados na Figura
36.

Analisando os espectros da Figura 36, observou-se que houve reducdo de
intensidade em todas as bandas de absorcdo do espectro da biomassa apds a biossorcdo de

Zn(11) e Cr(V1) com relacédo ao espectro da biomassa antes da biossorcdo (Controle).

cortok
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Figura 36- Espectro na regido do infravermelho da biomassa de Aspergillus niger em pastilna de KBr, antes

(controle) e ap6s a biossorcdo de Zn(l1) e Cr(VI) pelas biomassa, viva e morta.

A diferenca mais marcante entre todos os espectros € a intensidade das bandas em
3406, 1647, 1080 e 1035 cm™ identificadas como grupos hidroxil, aminas, carboxil e fosfatos.
Tem sido reportado na literatura (VOLESKY, 2007; PANDEY et al., 2008; AMINI;
YOUNESI; BAHRAMIFAR, 2009a; 2009b) que grupos hidroxil sdo os principais envolvidos
na biossorcdo de cations metalicos, como no caso o Zn(ll). Esses grupos funcionais possuem
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cargas negativas que interagem com as cargas positivas dos ions metalicos, promovendo a
ligacdo metal-biomassa.

Bandas na regido de baixo comprimento de onda (<800 cm™) foram identificadas
no espectro da biomassa ap6s biossorcdo de Zn(ll). Segundo AKAR et al.(2009), bandas
arredondadas na regido de baixo comprimento de onda (<800 cm™) podem ser atribuidas &
interacd@o entre Zn (1) e os bioligantes contendo nitrogénio.

Existe um decréscimo substancial na intensidade das bandas em 1647 (amida) e
3406 cm™ (v NH de amina) ap6s biossorcdo de Cr(V1) pelas biomassas indicando que estes
grupos devem ser 0s responsaveis pela biossor¢do de ions cromato na biomassa (BAI,
ABRAHAM, 2002).
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6. CONCLUSOES

e Primeira etapa: Toxicidade dos metais ao fungo Aspergillus niger

v'O fungo foi completamente inibido em concentragcbes acima de 500 mg
Zn(I1).L ™ e 150mg Cr(VI).L™.

v'A concentracdo de ingrediente ativo capaz de inibir 50% do crescimento
micelial do fungo (EDsp) para os dois ions metélicos, nas condi¢des estudadas, estd na faixa
de 100 a 150 mg.L™.

v De acordo com os resultados, o Cr(V1) foi mais toxico ao fungo que o Zn(ll) ,
apresentando maior capacidade de inibicdo da esporulacdo, pois tal inibicdo ocorreu em
menores concentra¢es quando comparado com o Zn(ll).

v'A forma micelial é bem mais tolerante ao Cr(VI) e Zn(ll) que a forma

germinativa.

e Segunda etapa: Caracteriza¢ao da biomassa e adsorcdo em batelada.

v'De acordo com a microscopia eletronica de varredura os “pellets” de
Aspergillus niger apresentam estrutura fibrosa na superficie, o que favorece a adsor¢do de
metais.

v’ Através de espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourrier
foram identificados grupos funcionais tais como grupos hidroxila, carboxilicos, fosfatos e
amina, na biomassa de Aspergillus niger, que Ihe conferem capacidade de retencdo de metais
a biomassa.

v O Ponto de carga zero da biomassa de Aspergillus niger esta na faixa de 4,4 a
4,6.

v'Os parametros Otimos para biossorcdo de Zn(ll) pela biomassa viva do
Aspergillus niger sdo: pH igual a 5, concentracdo de biossorvente de 100mg.L™, tempo de
equilibrio de 180 min (3h). Enquanto que para biomassa morta o pH e o tempo de equilibrio
foram os mesmos que para biomassa viva, variando apenas a concentracao e adsorvente que
foi 20 mg.L™,
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v'Os parametros 6timos para biossor¢cdo de Cr(VI) pela biomassa viva do
Aspergillus niger sdo: pH igual a 2,5, concentragdo de biossorvente de 80mg.L™. Enquanto
que para biomassa morta o pH igual a 2,5 e concentracdo de biossorvente de 10mg.L™

v" A cinética do processo de biossorcdo de Cr(VI) e Zn(lll), tanto para biomassa
viva quanto para biomassa morta, se ajustaram aos modelos de pseudo primeira ordem e de
pseudo-segunda ordem, indicando que adsorcdo destes ions metalicos se da tanto por forcgas
de natureza fisica quanto por forcas de natureza quimica;

v" Os valores de capacidade de sorcdo (Qmax), da biomassa viva, obtidas pelo do
modelo de Langmuir, foram de 1,369 mg Zn(Il).g™ e 1,174 mg Cr(V1).g" e pela biomassa
morta foram 3,833 mg Zn(11).g™* e 4,997 mg Cr(VI).g™.

v"O modelo de isotermas para biossorcdo de a biossorcdo Cr(VI) e Zn(ll) se
ajustaram aos modelos de Langmuir e Freundlich para concentracdes menores que 50 mg.L™
e a0 modelo de Freundlich para concentrages de adsorvato maiores que 50 mg.L™.

v" O fungo Aspergillus niger apresenta potencial para remocao de Zn(ll) e Cr(VI).
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS POSTERIORES

Partindo-se do pressuposto de que a Pesquisa € um processo continuo, ao se

“concluir” um trabalho cientifico, surgem novos pontos que poderiam ser estudados em

pesquisas subseqlientes. Seguindo esse raciocinio, as seguintes sugestbes podem ser

apresentadas para trabalhos posteriores:

N oo g &

Estudar a toxicidade dos metais, em solugdo multielementar, para o fungo.
Fazer um estudo mais detalhado das caracteristicas morfologicas do
adsorvente.

Avaliar a adsorcdo em solugfes multielementar para verificar a influéncia
de um ion sob a adsorc¢éo de outro.

Fazer o estudo de adsorcdo em coluna, ou seja, biomassa imobilizada;
Estudar a recuperacao e reuso da biomassa;

Estudar o efeito de anios;

Estudar o tratamento de efluentes distintos contaminados por Vvarios

metais, através de adsorcao para verificar a seletividade do processo.
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9. APENDICE A - Tratamento da biomassa para remocéo de Cr(V1)

Foram estudados trés diferentes tratamentos da biomassa morta para remogéo de
Cr(VI). Os tratamentos foram comparados quanto ao percentual de remocdo de Cr(VI) e sé

um deles foi usado no trabalho.

9.1. Metodologia

9.1.1. Tratamento da biomassa por aquecimento em autoclave

Descrito no item 4.5.4.1.

9.1.2. Tratamento da bioamassa com NaOH

Ap0s etapa de crescimento e lavagem dos pellets (itens 4.5.2 e 4.5.3) a biomassa
umida, foi pesada (120g) e aquecida a 100°C, em 400mL de NaOH 0,5N, por 15 min. Em
seguida, a biomassa foi lavada abundantemente com agua deionizada até que o pH da agua de
lavagem ficasse proximo a neutralidade (7,0 £ 0,2), e seca em estufa a 50°C por 8h e usada

como biossorvente para remogéo de Cr(VI).

9.1.3. Tratamento da biomassa com reagente a base de 3-cloro-2-hidroxil-
N,N,N- trimetil,1-propanamina (QUAT 188)

A metodologia de tratamento da biomassa foi adaptada do trabalho de Laszlo
(1996).

Apos etapa de crescimento e lavagem dos pellets (itens 4.5.2 e 4.5.3), 120 g de
biomassa foi seca em estufa a 50°C por 24h, depois ela foi colocada em contato com NaOH
5N, na proporcdo de 1,25 mL de NaOH para cada 1g de biomassa, e deixada em repouso por

30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, 1mL do reagente a base de 3-cloro-2-
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hidroxil- N,N,N-trimetil, 1-propanamina foi adicionado a mistura, e 0 produto resultante foi
transferido para um roto-evaporador a temperatura de 60°C, por 20 minutos, sob condicdes de
vacuo, para reduzir a quantidade de dgua no material. Apos o tratamento a vacuo, a reagdo foi
continuada a pressdo atmosférica por 3 horas. Entdo, a biomassa foi suspensa em agua
destilada e a suspensdo foi ajustada para pH 2 com HCI, filtrada, lavada novamente com
aguas destilada, centrifugada, seca em estufa a 50°C, macerada e usada como biossorvente
para remocao de Cr(VI).

Apos tratamento as biomassas foram utilizadas como biossorvente de Cr(VI) em
experimento em batelada. O ensaio consistiu em adicionar 50 mL de solucédo 50mg Cr(V1).L™
a 9 erlenmeyers contendo 1g.L™ de biomassa tratada, sendo trés erlenmeyers para cada
tratamento. A mistura foi submetida agitacdo orbital de 120 rpm por 24h, na temperatura de
28+ °C e em seqguida, filtradas em papel de filtro qualitativo.

A concentracdo residual de Cr(VI) apbés biossorcdo foi medida por
espectrofotometria de absorcdo molecular no UV-VIS, empregando 1,5-difenilcarbazida

como agente cromogénico.

9.2. Resultado

9.1.2. Pré-tratamento da biomassa morta para remocéo de Cr(VI)

Com intuito de aumentar o poder de adsorcdo de Cr(VI) foram estudados trés
tratamentos diferentes da biomassa. Os tratamentos foram aquecimento por autoclave,
tratamento com hidréxido de sodio e Quat 188. Na Figura 37 estdo apresentados os resultados
de percentagem de remocdao de Cr(VI) em funcdo do tratamento da biomassa morta.
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Figura 37- Percentual de remocéao de Cr(VI).em funcdo do tratamento da biomassa.

De acordo com o grafico comparativo dos trés tratamentos aplicados a biomassa
observou-se que o tratamento com Quat 188 obteve maior percentual de remocgéo de Cr(VI)
gue o tratamento por aquecimento em autoclave e tratamento com NaOH 0,5 Mol.L™. Como a
diferenca entre o tratamento 1 e 2 foi apenas de 7% , optou-se em se trabalhar com a biomassa
morta por aquecimento em autoclave, ja que o tratamento com Quat 188 é muito complicado
e apresentou baixo rendimento (resultados ndo mostrados) e necessita de uma grande

quantidade de biomassa.
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10. ANEXO A - Diagrama de especiacdo de Zn em &gua.
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Figura 38- Diagrama de especiacdo de Zn em solucgdo aquosa (CARROTT et al., 1996)
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11. ANEXO B - Diagrama de especiacao de Cr(VI) em &gua.

Figura 39- Diagrama de especiacdo de Cr(VI em solucdo aquosa (Dionex, 1990).
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