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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. OBTENGCAO DO BIOSSORVENTE
4.1.1.CULTIVO E CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO

A cepa de Rhodococcus opacus empregada nos experimentos, como
biossorvente e eventual biosurfatante, foi fornecida pela Fundagéo André Toselo
(Sao Paulo — Brasil). E uma bactéria referenciada como DSM 43250. A bactéria
foi subcultivada no laboratério usando meio de cultura “YMA” mostrado na
seguinte tabela 3.

Tabela 3. Meio de Cultura YMA para o Rhodococcus opacus.

COMPONENTE COMPOSICAO (g.L™)
Extrato de Malte 3
Extrato de Levedura 3
Peptona 5
Glicose 10
Carbonato de Calcio (CaCOy) 2
Agar — Agar 20

Primeiro a bactéria foi cultivada em um meio sélido que é mostrado na
tabela 4.

Tabela 4. Meio de cultivo sélido para o Rhodococcus opacus.

COMPONENTE COMPOSICAO (g.L™)
Extrato de Malte 10
Extrato de Levedura 4
Glicose 4
Carbonato de Calcio (CaCOy) 2
Agar - Agar 12
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O meio de cultura foi ajustado a um pH 7,2 e posteriormente esterilizado
numa autoclave a 1atm de pressdo, por um lapso de 20 minutos, durante 48
horas, depois disso foram identificadas a colénias da cepa bacteriana
Rhodococcus opacus. Para realizar os crescimentos e obter as células
concentradas do Rhodococcus opacus, a bactéria foi cultivada em um meio
liquido especificado na tabela 5.

Tabela 5. Meio de cultivo liquido para o Rhodococcus opacus.

COMPONENTE COMPOSICAO (g.L™")
Extrato de Malte 3
Extrato de Levedura 3
Peptona 5
Glicose 10

O meio de cultura foi ajustado a um pH 7,2 e posteriormente esterilizado
numa autoclave a 1atm de pressao, por um lapso de 20 minutos. A suspensao
foi levada a um agitador tipo rotatério CIENTEC CT-712 a uma temperatura de
28°C por 48 horas. Apés o crescimento, a suspensao celular foi centrifugada a
uma velocidade de 2000rpm por 15 minutos, o precipitado da centrifugacao,
constituido pelas células do Rhodococcus opacus, foi lavado trés vezes com
agua deionizada, e re-suspenso numa solucao de 1mM de NaCl, posteriormente
a suspensao sera colocada na autoclave a 1atm de pressao por um lapso de 20
minutos, obtendo-se o biossorvente para realizar os ensaios.

A densidade éptica das suspensdes da bactéria foram determinadas, em
um espectrofotdmetro (Biospectro SP-220), a comprimentos de onda especifica

para o Rhodococcus opacus (N = 620nm). Calibragdo do peso seco da biomassa

contra a densidade éptica das suspensodes foi realizada nesse comprimento de
onda. O peso seco da biomassa foi determinado gravimetricamente a diferentes
concentragdes apds um secado a 60°C por 24 horas.

4.2. PREPARO DAS SOLUCOES DE NiQUEL E ALUMINIO

Os sais de Niquel e Aluminio empregados para o preparo das solugoes
foram NiCl,.5H,0 e AICl;.6H,0, fornecidos pela VETEC.
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As solucdes metdlicas foram preparadas através da dissolucdo desses
sais em agua deionizada, a fim de se obter as diversas concentragdes iniciais,
empregadas ao longo deste trabalho.

A &gua deionizada empregada para realizar as diluicbes dos sais foi
testada para se quantificar a concentragcdo de Niquel e Aluminio existente,
através da técnica de absorcao atdmica de chama.

4.3. CARACTERIZAGAO DO R. opacus ANTES E APOS INTERACAO
4.3.1. POTENCIAL ZETA

Os valores dos potenciais Zeta do Rhodococcus opacus sem a interacao
com os metais e apos a interagdo com o niquel e o aluminio foram determinados
empregando um equipamento denominado Zeta Meter System 3.0 da Zeta-Meter
Inc. para os diferentes valores de pH. Este equipamento mede a velocidade
eletroforética das particulas, e mediante um programa no qual ele tem inserido a
equagao de Smoluchowski, faz a transformagéao direta em potencial Zeta.

Empregou-se como eletrdlito indiferente 1mM de NaCl para manter a forca
ibnica constante. Inicialmente se condicionou 50mL de Rhodococcus opacus
antes e depois da interagdo com os metais com uma agitagcdo mecanica durante
1 minuto, ao final do condicionamento mediu-se o pH da solugao, atingindo aos
valores desejados com 0.1M de HCl e 0.1M de NaCl.  Apos ter estabelecido o
valor do pH desejado esta solugdo coloca-se dentro da célula eletroforética,
evitando a formagéo de bolhas de ar dentro da célula, colocam-se os eletrodos
nos terminais da célula. Os eletrodos serdo conectados ao sistema de medigcéao
onde se liga a lampada e se aplica uma diferenca de potencial entre os dois
eletrodos fazendo com que as particulas percorram uma determinada distancia
em um determinado tempo. A camara do sistema encarrega-se de medir e

transformar a velocidade eletroforética em potencial Zeta.

4.3.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (IVTF)

Os espectros de infravermelho foram usados para comparar 0s grupos
funcionais presentes na superficie do Rhodococcus opacus antes e apds
interacao com os ions metalicos.

As suspensdes do Rhodococcus opacus antes e apos interagdo com 0s

ions niquel e aluminio, provenientes dos ensaios de biossorc¢ao, foram filtradas e
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secadas numa estufa a uma temperatura de 60°C. O po6 resultante da secagem
de cada amostra foi apropriadamente misturado com uma matriz de brometo de
potassio (KBr) numa relagdo de 1/50. Os espectros da bactéria e da bactéria
com os ions metalicos foram obtidos num espectrofotometro Nicolet FTIR 2000
pertencente ao Departamento da Quimica da PUC-Rio. Foi empregado um
detector do tipo DTGS (deuterted triglycine sulphate). Os dados foram obtidos
em modo de transmissdo. Os espectros foram coletados numa resolugao de
4cm™ ap6s de 120 varreduras.

4.4. ENSAIOS DE BIOSSORCAO
4.4.1. INFLUENCIA DO pH

Foram realizados ensaios para avaliar a influéncia do pH no processo de
biossor¢do e determinar em que pH 6timo o biossorvente apresenta a maior
capacidade de captagéo, ja que o pH do meio ndo so6 afeta a solubilidade dos
ions metdlicos, mas também consegue ativar os grupos funcionais na parede
celular do biossorvente; o efeito desta variavel sera avaliada na faixa de 3 — 6
devido a que a pH menores que 3 encontram-se concentracdes elevadas de
protons (H*) os quais minimizam a biossor¢ao do metal e nao trabalha-se acima
de um pH 6 j4 que a precipitacdo dos metais é favorecida. Um volume de
100mL de solugdo com a presenca dos ions metdlicos foi mantido em contato
com o biossorvente por 8 horas a uma velocidade de rotagdo de 175rpm em um
agitador rotatério horizontal (CIENTEC CT — 712) e a uma temperatura de 25°C.
O pH do meio foi medido e ajustado para a faixa desejada. Este ajuste foi feito
com solugdes de 0,1M de HCI e 0,1M de NaOH. Apés de atingir-se o tempo de
equilibrio as amostras sdo submetidas a centrifugacdo a 2000rpm por 10
minutos para remover o biossorvente carregado com os ions metalicos. As
amostras foram acidificadas com uma solucdo de 1,0M HCI para sua
preservacao e posterior andlise da concentracdo residual do metal pelo método
de espectrofotometria de absorcdo atdbmica a chama. Na tabela 6 sao
apresentadas as condigdes experimentais empregadas nos ensaios.
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Tabela 6. Condigdes de trabalho para determinar a influéncia do pH no processo.

Parametro Ni** Al
Concentracao inicial do metal (mg.L") 40 40
Concentracdo do biossorvente (g.L") 2 2

Agitacéo (rpm) 175 175
Temperatura (°C) 2512 25+2
pH 3;4;5;55;6;6,5 | 3;4;4,5;5;5,5;6,5
Tempo (horas) 8 8

4.4.2. INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO DO BIOSSORVENTE

O efeito da dosagem de biossorvente na biossorcdo do Ni** e AIP* de

solugédo aquosa, foi avaliado empregando seis diferentes concentragdes de

biossorvente, ja que é outra variavel importante na captagcdo dos metais.

O grau de biossorcdo € proporcional para a area especifica. A area

especifica sera definida como a proporcao de area total, parede celular, do

biossorvente disponivel para a biossor¢do. Ensaios foram realizados para

avaliar a dosagem do Rhodococcus opacus na faixa de 1g.L™" até 5g.L". O

efeito da concentracdo do biossorvente foi avaliada a um pH 5, onde

apresenta-se a maxima captagdo, e uma concentracio inicial de 40mg.L"

para ambos ions metalicos. Na tabela 7 sdo apresentadas as condicbes

experimentais empregadas nos ensaios.

Tabela 7. Condicdes de trabalho para determinar a influéncia da concentragao do

biossorvente no processo.

Parametro Ni** Al
Concentracao inicial do metal (mg.L") 40 40
pH 5 5
Agitacéo (rpm) 175 175
Temperatura (°C) 2512 25+2
Concentracdo do biossorvente (g.L") | 2;2,5:3;3,5;4;5 | 2:2,5;3:3,5;4:5
Tempo (horas) 8 8
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4.4.3. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO INICIAL DO iON METALICO

A taxa de biossorcdo é uma funcdo da concentracdo inicial dos ions
metalicos o qual faz desta uma variavel importante que deve ser considerada
para realizar uma biossorcao eficaz. Os ensaios de biossorgao foram realizados
a concentracdes de Niquel na faixa de 5 para 50 mg.L", a valores de pH e
concentracao do biossorvente 6timos e mantida até o tempo de equilibrio
previamente estabelecido (8 horas). O efeito do aluminio foi avaliado na faixa de
15 para 80 mg.L" a valores de pH e concentracdo do biossorvente étima e
mantida até o tempo de equilibrio previamente estabelecido (8 horas). Ao final de
cada ensaio a mistura foi centrifugada a 2000rpm por 10 minutos para separar o
biossorvente carregado com o ion metalico e a concentragdo remanescente do
ion metédlico na fase liquida serd avaliada mediante a técnica de absorgéo
atdmica de chama. Na tabela 8 sdo apresentadas as condi¢cdes experimentais
empregadas nos ensaios.

Tabela 8. Condicoes de trabalho para determinar a influéncia da concentragao inicial do

fon metalico.
Parametro Ni** Al
Concentracdo de biossorvente (g.L") 3 2
pH 5 5
Agitagéo (rpm) 175 175
Temperatura (°C) 2512 2512
Concentracao inicial do metal (mg.L™") | 5; 10; 15; 20; 30; 40; 50 | 15; 30; 40; 50; 60; 70; 80
Tempo (horas) 8 8

4.4.4. CINETICA DE BIOSSORCAO E TEMPO DE EQUILIBRIO

A distribuicdo do adsorvato entre o biossorvente e a solugcdo, €
influenciada pelo tempo de equilibrio. A taxa na qual, os ions metalicos sao
removidos da solugdo pelo adsorvente € uma variavel significante para o
emprego em um processo de tratamento de efluentes. Os dados no efeito do
tempo de contato sdo interpretados sob: 1) O estudo da taxa constante; Il) O
estudo da difusdo intraparticula. Porém foram realizados ensaios para
determinar o efeito do tempo de contato na biossorcao do Niquel e Aluminio
sobre 0 Rhodococcus opacus, para atingir o equilibrio. Um volume de 100mL

de solucdo metdlica com concentracdes de 5mg.L" de niquel com uma
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concentracdo de biossorvente de 3g.L" e 50mg.L" de aluminio com uma
concentracdo de biossorvente de 2g.L", sendo mantido a ma velocidade de
rotacdo de 175rpm em uma plataforma de agitagdo horizontal (CIENTEC CT-
712) e a uma temperatura de 25+2°C.

O valor do pH empregado para a determinacdo do tempo de equilibrio foi
obtido do ensaio apresentado 4.4.1. Este foi medido e ajustado empregando
solugdes de 0,1M de NaOH e 0,1M de HCI. Para diferentes tempos de contato
foram coletadas amostras, ao final de cada ensaio a mistura foi centrifugada a
2000rpm por 10 minutos para separar o biossorvente carregado com o ion
metélico e a concentracdo remanescente do ion metalico na fase liquida sera
avaliada mediante a técnica de absor¢do atdbmica de chama, para verificar se foi
atingido o equilibrio. Na tabela 9 estdo apresentadas as condi¢cdes experimentais
empregadas.

Tabela 9. Condi¢gbes de trabalho para determinar a influéncia do tempo de equilibrio no

processo.

Parametro Ni** Al
Concentracao inicial do metal (mg.L") 5 50
Concentracao de biossorvente (g.L™) 3 2

Agitacéo (rpm) 175 175
pH 5 5
Tempo (min) 5;10; 15; 20; 30; 60; 120; 180 | 5; 10; 20; 30; 60; 120; 180
Temperatura (°C) 25+2 25+2

4.4.5. INFLUENCIA DA TEMPERATURA

A temperatura possui um efeito pronunciado na biossorcdo. Os ensaios
para a avaliagdo da temperatura foram semelhantes aos da realizacdo da
cinética de biossorgéo. Ao final de cada ensaio a mistura foi centrifugada a
2000rpm por 10 minutos para separar o biossorvente carregado com o ion
metalico e a concentragdo remanescente do ion metalico na fase liquida sera
avaliada mediante a técnica de absorcao atbmica de chama. Na tabela 10 sao
apresentadas as condigdes experimentais empregadas nos ensaios.
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Tabela 10. Condigbes de trabalho para determinar a influéncia da temperatura no

processo

Parametro Ni** Al
Concentracao inicial do metal (mg.L") 5 50

Concentracdo de biossorvente (g.L") 3 2
Agitacéo (rpm) 175 175

pH 5 5

Tempo (min) 5;10; 15; 20; 30; 60; 120; 180 | 5; 10; 20; 30; 60; 120; 180
Temperatura (°C) 25; 35; 452 25; 35; 45+2

4.4.6. INFLUENCIA DA FORCA IONICA

A natureza quimica dos eletrélitos, algumas vezes afeta as propriedades
da superficie do biossorvente e a quimica da solugéo, fazendo com que se tenha
uma mudanga nas propriedades de captagao do biossorvente. A biossor¢cao do
niquel e aluminio sobre 0 Rhodococcus opacus foi estudado na presenca de
eletrélitos como NaCl a diversas concentragées. O efeito da forga i6nica na
capacidade do Rhodococcus opacus para remocao do niquel e aluminio de
solugédo aquosa foi determinado por estabelecer isotermas de adsorgéo. Ao final
de cada ensaio a mistura foi centrifugada a 2000rpm por 10 minutos para
separar o biossorvente carregado com o ion metdlico e a concentracao
remanescente do ion metélico na fase liquida sera avaliada mediante a técnica
de absorcao atébmica de chama. Na tabela 11 sdo apresentadas as condicoes

experimentais empregadas nos ensaios.

Tabela 11. Condicbes de trabalho para determinar a influéncia da forga ibnica no

processo
Parametro Ni** AP
Concentracdo de biossorvente (g.L") 3 2
pH 5 5
Agitacao (rpm) 175 175
Temperatura (°C) 25;35;45+2 25;35;45+2
Concentracao inicial do metal (mg.L™") | 5; 10; 15; 20; 30; 40; 50 | 15; 30; 40; 50; 60; 70; 80
Forca I6nica 0; 0,001; 0,01 0; 0,001; 0,01
Tempo (horas) 8 8
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Os ensaios de flotacdo biossortiva foram realizados em um tubo de

Hallimond modificado. Antes de realizar os ensaios flotacdo o rotametro foi

calibrado para garantir uma vazdo de ar entre 25 e 100 mL.min". O ar

empregado para a flotagéo foi obtido mediante um compressor.

Foram realizados ensaios para se determinar o tempo no qual se atinge a

maxima porcentagem de remogao fixando as propriedades aquosas obtidas nos

ensaios de biossorgéo, as condi¢gdes experimentais encontram-se na tabela 12.

Tabela 12. Condigdes de trabalho para determinar a influéncia do tempo e da vazéao de

ar no processo

Parametro Ni** A%
Concentracao de biossorvente (g.L") 3 2
Concentracao inicial do metal (mg.L™) 5 50

pH 5 5
Temperatura (°C) 2512 2512
Tempo (min) 5;10; 15; 20 5;10; 15; 20
Vazao de ar (mL.min) 50; 100; 150 50; 100; 150
Vol. Solugao do metal (mL) 70 70

O sistema de flotagédo foi montado no laboratério de concentracao fisica do

DCMM da PUC-Rio.
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