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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados, 0s materiais, reagentes e equipamentos
utilizados no estudo do processo de biossorgdo/flotacdo para a remocdo de
metais como, MercUlrio usando a biomassa Rhodoccocus opacus, bem como a
metodologia experimental desenvolvida para o estudo em questdo. Inicialmente
€ descrito o procedimento para preparacdo da biomassa. Em seguida sao
descritas a metodologia empregada nas medi¢des eletrocinéticas, a metodologia
e as condi¢cdes operacionais do estudo da influéncia de algumas variaveis na
capacidade de remocdo de Mercurio. Sao apresentados os procedimentos
analiticos para a determinacdo quantitativa e assim como os procedimentos
empregados na caracterizagdo do biosorvente antes e apOs a biossorcao.

Finalmente é descrita a metodologia experimental desenvolvida.

4.1. OBTENGCAO DO BIOSSORVENTE

A cepa do microorganismo Rhodoccocus opacus foi fornecida pela

Fundacao Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello-Sao Paulo.

4.1.1. CULTIVO E CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO

A bactéria Rhodoccocus opacus referenciada como DSM 43250 foi
subcultivada no laboratério usando o meio de cultura YMA composto por: glicose

conforme podemos observar a tabela 9.
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Tabela 9. Composicao do meio de cultivo sélido utilizado no cultivo bacteriano

Componente Composicéo (g.L ™7
Glicose 10
Peptona 5

Extrato de malte 3
Extrato de levedura 3
CaCoO3 2

Agar 20

O meio de cultura foi ajustado em pH 7,2 e posteriormente esterilizado em

autoclave com 1 atm de pressao, durante 20 min.

Na figura 12 abaixo a bactéria foi cultivada durante 48 horas no meio sélido
e foram identificadas as colénias caracteristicas do Rhodococcus opacus,
posteriormente a bactéria foi subcultivada em placas de preservacdo para

manter um estoque suficiente para realizar os ensaios.

Figura 12. Bactéria Rhodococcus opacus apés crescimento em meio sélido

Tabela 10. Composicao do meio de cultivo liquido utilizado no cultivo bacteriano

Componente Composicéo (g.L ™"
Glicose 10
Peptona 5

Extrato de malte 3
Extrato de levedura 3
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Para realizar os crescimentos e obter as células concentradas de
Rhodococcus opacus, a bactéria foi cultivada num meio liquido e utilizando a
mesma composi¢cdo do meio sélido descrita anteriormente sem a presenca de

agar-agar e de CaCO3conforme observamos na tabela 10.

O meio de cultura foi ajustado a um pH 7,2 e posteriormente esterilizado
em autoclave a latm de pressdo, por 20 minutos. A figura 13 mostra a
suspensao em agitador tipo rotatorio (CIENTEC CT-712) a temperatura de 27°C
por 48 horas. ApOs o crescimento, a suspensdo celular centrifugada a
velocidade de 4000rpm por 8 minutos. Precipitado da centrifugacéo, constituido
pelas células do Rhodococcus opacus, é lavado trés vezes com agua
deionizada, e re-suspenso numa solucdo de 1mM de NaCl. Posteriormente a
suspensdo € colocada em autoclave a latm de pressdo por 20 minutos,

obtendo-se o biossorvente para 0s ensaios.

Figura 13. Bactéria Rhodoccocus opacus apés crescimento em meio liquido

A densidade o6ptica das suspensbes da bactéria é determinada, por
espectrofotdbmetro (Biospectro SP-220), a comprimento de onda especifica para
a bactéria (A=620). Calibracao do peso seco da biomassa contra a densidade
Otica das suspensdes é realizada nesse comprimento de onda. O peso seco da
biomassa ¢é determinado gravimetricamente a diferentes concentra¢gdes apds um

secado a 60°C por 24 horas.
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4.2. PREPARO DAS SOLUCOES DE MERCURIO

As solucdes foram preparadas com agua deionizada a partir dos sais de
Mercurio. As solucdes teste preparadas a partir de solucdes estoque de 1000
mg.L adicionando os volumes necessarios da solucio estoque para a obtencdo
das concentracGes iniciais desejadas. O pH foi ajustado para os valores
desejados com HCI 0.1M e NaOH 0.1 M.

4.3. CARACTERIZACAO DO MATERIAL BIOSSORVENTE

4.3.1. POTENCIAL ZETA

Os valores dos potenciais Zeta do Rhodococcus opacus foram feitas sem a
interacdo com o0s metais e apds a interagdo com o Mercurio 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 equacédo de

Smoluchowski, faz a transformacéo direta em potencial Zeta.

Sera empregado como eletrdlito indiferente 1mM de NaCl para manter a
forca ibnica constante. Inicialmente sera condicionado 50mL de Rhodococcus
opacus antes e depois da interagdo com 0s metais com uma agitacdo mecéanica
durante 1 minuto, ao final do condicionamento medir o pH da solucéo, tentando

atingir os valores desejados com 0.1M de HCl e 0.1M de NaCl.

4.3.2. MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) (Carl Zeiss - DSM 960) foi
utiizado para avaliar a morfologia da biomassa antes e apés a sor¢do da
espécie metdlica (Hg) e assim, analisar qualitativamente o processo de
biossorcdo. O MEV tem uma capacidade Unica para analisar superficies. A
incidéncia do feixe de elétrons sobre a superficie da amostra promove a emissao
de elétrons secundarios retroespalhados e absorvidos assim como de raios X

caracteristicos. Estes elétrons séo utilizados para a formacdo da imagem. Os
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elétrons tém muito mais curto comprimento de onda que os fétons luminosos, e
mais curtos comprimentos de onda sdo capazes de gerar informacdo de alta
resolucéo. Realgcada resolucdo permite maiores magnificacdes sem perdida de
detalhes. As micrografias do MEV podem manter a aparéncia tridimensional da
textura das superficies (Gabriel, 1985). A combinacdo de alta resolu¢do acima
de 4nm, extensiva faixa de magnificacdo (10 a 2x10° vezes), e alta profundidade
de campo (voltagem de 0.2 a 40 Kv) faz que o MEV seja adequado para o

estudo da superficie da biomassa microbiana.

As amostras que ndo sdo condutoras de corrente elétrica para serem
analisadas no MEV devem ser previamente metalizadas. A metalizacdo consiste
na precipitacdo a vacuo de uma pelicula micrométrica de um material condutor
(ouro ou prata) sendo utilizado na amostra ouro sobre a superficie da amostra,

possibilitando a conducgéo da corrente elétrica.

Preparacdo da Amostra para o MEV

Placas de vidro foram usadas para montar as amostras.

As amostras analisadas foram retiradas no inicio e no final do processo de
sorcao, para uma concentracédo inicial de 50 ppm de Hg (Il), foram empregadas
as amostras contendo a concentracdo metalica para facilitar a determinacéao dos
metais. Posteriormente as amostras foram secadas durante 24h a uma

temperatura de 50 °C e finalmente metalizadas.

A metalizacado foi realizada com Au por deposi¢do a vacuo para fazer um
filme delgado condutor antes de serem introduzidas as amostras para analises
no MEV.

4.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MERCURIO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORGCAO ATOMICA

O teor de mercurio presente na solugao para o processo de biossorc¢éo, foi

determinado por espectrofotometria de absorgéo atdmica.
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A absorcéo da luz por meio de atomos oferece uma ferramenta analitica
para as analises quantitativas e qualitativas. A espectrofotometria de absorcéo
atdmica baseia — se no principio que estabelece que os atomos livres em estado
estivel podem absorver a luz a um certo comprimento de onda. A
espectrofotometria de absorcdo atdmica € um método usado para a analise de
tracos de metal de amostras biolégicas, metallrgicas, farmacéutica e

atmosféricas.

Figura 15. Acessorio de geragéo de calor (CETEM-RJ)

O equipamento utilizado para espectrofotometria de absorcéo atdbmica foi
Zeeman — Lumex 915+. O cumprimento de onda utilizada para as analises foi de
2245 nm e os padrdes utilizados para realizar a curva de calibragdo foram de
0,50 e 1 mg/L.
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4.5. ENSAIOS DE BIOSSORCAO

4.5.1. INFLUENCIA DO pH

Foram realizados ensaios para avaliar a influencia do pH no processo de
bioadesdo e determinar pH 6timo, no qual o biorreagente apresenta a maior
capacidade de adesdo. O pH do meio ndo s6 afeta a solubilidade das espécies
presentes, mas também ativa grupos funcionais na parede celular do
microrganismo; o efeito desta variavel foi avaliado na faixa de 3 — 10, pois
segundo literatura observa-se que quando eleva ou abaixa o pH, as variaveis de
adsorcgéo sao eficientes. Um volume de 50 mL de solucdo mineral com valores
de pH na faixa desejada, mantido em contato com o biorreagente por 3 horas a
velocidade de 150 rpm em agitador rotatério horizontal (CIENTEC CT-712) a
temperatura de aproximadamente de 25°C. O ajuste do pH feito empregando-se
solucdes de NaOH 1M ou HCI 0,1M. Ap6s equilibrio, as amostras submetidas a
centrifugacdo a 4000 rpm durante 8 minutos, para remover o biorreagente
carregado. Na tabela 6 abaixo sdo apresentadas as condi¢cdes experimentais

empregadas nos ensaios.

Tabela 11. Condi¢cBes a serem empregadas para a determinacdo da influencia
do pH.

PARAMETRO Mercurio

Volume da solug&o (mL) 50
Concentracao inicial do metal (mg.L™) 50
Concentracdo biomassa (g.L™) 3
Velocidade de agitacdo (rpm) 150

Temperatura (°C) 2512

pH 3,4,5;6;7;8;9; 10
Tempo de contato (min) 180

4.5.2. INFLUENCIA DA CONCENTRAGCAO DO BIOSSORVENTE

O efeito da dosagem de biossorvente na biossorcdo do mercario da
solucdo aquosa foi avaliado empregando seis diferentes concentracbes de

biossorvente, buscando ainda uma melhor varidvel, que seja positiva na
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biossorcdo dos metais trabalhados, segundo literaturas esses valores séo
considerados altos para determinados processos de biossor¢do, como, por
exemplo, absor¢cdo do metal cromo (VI) onde varidveis da concentragdo do
biossorvente vdo de 0,8 (g.L™") a 2,4 (g.L™). J& que é outra variavel importante na
captacdo dos metais. O grau de biossor¢do € proporcional a area especifica. A
area especifica sera definida como a proporcao de area total, parede celular, do
biossorvente disponivel para a biossorcao. Ensaios serao realizados para avaliar
a dosagem do Rhodococcus opacus na faixa de 0,5g.L™ até 4g.L™" de biomassa.
O efeito da concentracdo do biossorvente sera avaliada a um pH 5, segundo
onde apresenta uma méxima captacdo, e uma concentracao inicial de 50mg.L™
para ambos ions metalicos. Na tabela 12 abaixo sédo apresentadas as condicbes

experimentais empregadas nos ensaios.

Tabela 12. Condi¢cBes a serem empregadas para a determinacdo da influencia

da concentracdo de biossorvente.

PARAMETRO Mercurio
Volume da solugéo (mL) 50
Concentrac&o inicial do metal (mg.L™) 50
Concentragédo biomassa (g.L‘l) 0,5;1;2;3;4
Velocidade de agitagéo (rpm) 150
Temperatura (°C) 25+2
pH 5
Tempo de contato (min) 180

4.5.3. INFLUENCIA DA CONCENTRAGCAO INICIAL DO iON METALICO

O efeito da concentracdo de metal na capacidade de captacdo dos ions
por Rhodoccocus opacus foram avaliadas na faixa de 5 a 150 mg.I" para
mercurio onde sdo normalmente os niveis de concentragcdo encontrados em
empresas que processam esses metais ou que 0 usam em Seus iNnsumos em
seu processo . Os experimentos foram realizados com pH de 5.0 para o mercurio
ajustado com HCI ou NaOH, e com a concentragdo de biomassa previamente
determinada. Os resultados obtidos nestes testes vao ser empregados para a
construcdo das isotermas. Na Tabela 13 abaixo s8o apresentados os valores

experimentais adotados para cada um dos parametros.
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Tabela 13. Condi¢cBes a serem empregadas para a determinacdo da influencia

da concentracgéo inicial do ion metalico.

PARAMETRO Mercurio
Volume da solugéo (mL) 50
Concentracgdao inicial do metal (mg.L‘l) 5;10;20;30;40;50
Concentracdo biomassa (g.L™) 3
Velocidade de agitacdo (rpm) 150
Temperatura (°C) 25+2
pH 5
Tempo de contato (min) 180

4.5.4. 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 é uma variavel significante para o
emprego em um processo de tratamento de efluentes. Os dados no efeito do
tempo de contato sdo interpretados sob: | o estudo da taxa constante; Il o estudo
da difusdo intraparticula. Portanto foram realizados ensaios para determinar o
efeito do tempo de contato na biossor¢cdo do Mercurio sobre o Rhodococcus
opacus, para atingir o equilibrio. Na tabela 14 abaixo estdo apresentadas as

condicfes experimentais empregadas.

Tabela 14. Condigbes a serem empregadas na determinagdo do tempo de

equilibrio.
PARAMETRO Mercario
Volume da solug&o (mL) 50
Concentracao inicial do metal (mg.L™) 50
Concentracdo biomassa (g.L ™) 3
Velocidade de agitacdo (rpm) 150
Temperatura (°C) 2542
pH 5
Tempo de contato (min) 5; 10; 30; 60 120; 180; 240
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4.5.5. INFLUENCIA DA TEMPERATURA

A temperatura possui um efeito pronunciado na biossor¢cdo. Os ensaios
para a avaliacao da temperatura sdo semelhantes aos da cinética de biossorcao.
Ao final de cada ensaio a mistura sera centrifugada a 4000rpm por 8 minutos
para separar o biossorvente carregado com o ion metélico e a concentracao
remanescente do ion metdlico na fase liquida sera avaliada mediante a técnica
de absorcdo atdbmica de chama. Na tabela 15 abaixo sdo apresentadas as

condicBes experimentais empregadas nos ensaios.

Tabela 15. Condi¢cBes a serem empregadas para a determinacdo da influencia

da temperatura.

PARAMETRO Mercuario
Volume da solug&o (mL) 50
Concentrac&o inicial do metal (mg.L™?) 50
Concentracdo biomassa (g.L™) 3
Velocidade de agitagéo (rpm) 150
Temperatura (°C) 25;35;4512
pH 5
Tempo de contato (min) 180
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