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4. Materiais e Métodos

4.1. Preparo da biomassa

A cepa de Rhodococcus ruber empregada nos experimentos, como
biossorvente, foi fornecida pela Fundagao Tropical de Pesquisas e Tecnologia
André Toselo (Sao Paulo — Brasil). A bactéria foi subcultivada no laboratério
usando meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) fabricada pela Himedia®.

Primeiramente, todo material de vidro utilizado foi esterilizado em
autoclave a 1 atm. e 121°C durante 20 min. A cepa bacteriana foi cultivada no
meio solido com 30 g.L™" de TSB e 20 g.L™" de Agar-Agar, em placas de Petri e
levada a incubagao até que fossem identificadas as colénias da bactéria.

Posteriormente, a partir do meio sélido, a bactéria foi subcultivada em
meio de cultura liquido, com 30g/L™" de TSB. Despejou-se 250 mL deste meio
em frascos de erlenmeyers de 500 mL. Em seguida, o meio foi esterilizado em
autoclave a 1 atm por 20 min e levado a capela de seguranga biolégica
(Filterflux), previamente esterilizada, onde os frascos foram inoculados. Em
seguida, os erlenmeyers foram encaminhados a incubagdo em um shaker
rotatério (CIENTEC CT-712) com velocidade de 120 rpm a uma temperatura de
28°C por 12 horas.

Apods as 12 horas, a suspensao celular foi centrifugada, a velocidade de
5400 rpm por 8 min. O concentrado da centrifugagéo, constituido pelas células
da bactéria, foi lavado duas vezes com agua deionizada e re-suspenso, também,
em agua deionizada. Finalmente, a suspensdo concentrada obtida foi
esterilizada na autoclave para inativar as bactérias presentes. Esse concentrado
final € a biomassa utilizada para o desenvolvimento do trabalho.

A determinagéo da concentragao celular foi estabelecida pelo método do
peso seco. Este método utiliza cadinhos de porcelana, neste caso de 2 ml, os
quais sao pesados antes e apdés a adicdo de biomassa. Os cadinhos
preenchidos com biomassa séo enviados a uma estufa a temperatura de 50°C
ate que fiquem secos. Logo apés, sao encaminhados a um desumidificador para
resfriar, ndo deixando que a elevada temperatura em que foram secos na estufa
mude o peso, e depois sao pesados novamente. A diferenga dos pesos, inicial e

final, determina a massa bacteriana presente no cadinho. A partir dos dados de
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massa e volume se determina a concentracao bacteriana. Este método é

realizado em triplicatas, a fim de se garantir a real concentracao bacteriana.

4.1.1. Ativagao da biomassa com NaOH

A bactéria R. ruber foi cultivada como descrita no item 4.1. Apds a
inativacao foi adicionado 10 mL de NaOH em 100 mL de biomassa concentrada.
Essa mistura foi submetida a agitagdo por 2h a 125 rpm. Em seguida a mistura
foi centrifugada e lavada por duas vezes com agua deionizada. Posteriormente,
foi medida a concentragdo bacteriana, por meio do método do peso seco,
conforme descrito no item 4.1. A partir deste ponto, a biomassa ativada com 0,1

M NaOH sera denominada bactéria ativada.

4.2. Preparo das solugoes estoques dos diferentes ions metalicos

Todos os sais utilizados no preparo das solugdes padrao foram pesados
em balanga analitica Bioprecisa, dissolvidos em agua deionizada e estocados
em frascos até sua utilizagdo. As solucdes para utilizacdo nos ensaios de
remogao foram preparadas por diluigdo da solugdo padrdo em agua deionizada

no dia da sua utilizaco.

4.2.1. Solugdo de Aluminio

Foi preparada uma solugéo estoque de 0,01 g.L™" de aluminio a partir do
reagente cloreto de aluminio AICI;.6 H,O, purissimo, fornecidos pela Proquimico

(RJ, Brasil). Esta solucao foi estocada em um frasco até utilizago.

4.2.2. Solugao de Cobalto

A solugdo estoque de 0,01 g.L™" de cobalto foi preparada a partir do
reagente cloreto de cobalto, CoCl,.6 H,O, marca Proquimico, P.A. Esta solugao

foi guardada em um frasco até utilizagao.
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4.2.3. Solugao de Cromo

Para as analises de Cr (lll), foi preparado um padrdo de 0,01 g.L" de
cromo, sendo utilizado o cloreto de cromo (lll), CrCl;.6 H,O, purissimo, da

VETEC. A solugao foi guardada em frasco até utilizacao.

4.2.4. Solugao de Ferro

Para as analises de Ferro (lll) foi utilizado o nitrato de ferro (lll),
Fe(NO;);.9 H,O, P.A, da marca VETEC, sendo preparada uma solugédo padrao

de 0,01 g.L™". A solugéo foi guardada até utilizago.

4.2.5. Solugao de Magnésio

Foi preparada uma solugdo estoque de 0,01 g.L-1 de magnésio a partir
do reagente sulfato de magnésio MgS0,.7 H,O, com 98% de grau de pureza,
fornecido pela VETEC (RJ, Brasil). Esta solug¢ao foi guardada em um frasco até

utilizagao.

4.2.6. Solugao de Niquel

Foi preparado um padrdo de 0,01 mg.L" de niquel a partir de cloreto de
niquel NiCl,.6 H,O, P.A , da VETEC. A solugao foi guardada até utilizagao.

4.2.7. Solugoes para ajuste de pH

Para o ajuste do pH das solugbes foram utilizadas solu¢des 0,001M,
0,01M, 0,1M de NaOH e HCI.

4.3. Diagramas de Especiagao

A especiagao quimica, que determina a faixa de pH para os ensaios, foi
realizada para as solugdes aquosas com cada ion metalico, utilizando o software
Medusa. As simulagbes do comportamento das espécies em solugdes foram

feitas para as concentragées dos ions iguais a 10°M, 10*M, 10° M e 10°M.
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4.4. Medidas de Potencial Zeta

As medidas de potencial zeta para as bactérias antes e apdés o contato
com os ions metalicos foram determinadas em um equipamento de micro
eletroforese do tipo Zeta meter system +4.0. O equipamento permite determinar
o valor de potencial zeta baseado na velocidade da particula em suspensao

submetida a uma diferenca de voltagem entre dois eletrodos.

4.4.1. Curvas Bacterianas

As medidas de potencial zeta das suspensbes bacterianas foram
realizadas empregando-se como eletrdlito indiferente solugdes de KCI (cloreto de
potassio) nas concentragdes 102, 102 e 10 M.

Os procedimentos realizados para este teste foram:

- Preparo da solugdo com a concentracao bacteriana desejada (50 ppm);

- Ajuste do pH;

- Repouso de 2 minutos, e verificagdo do valor do pH ajustado;

- Preenchimento da célula do zeta meter com a suspenséo;

Evitar a formacéao de bolhas de ar dentro da célula

- Conexao dos terminais da célula a fonte de tensio;

A cémara do sistema encarrega-se de medir e transformar a velocidade
eletroforética em potencial zeta.

Os resultados de potencial zeta foram obtidos com a média de 20 leituras
para cada amostra analisada.

Curvas com diferentes concentracoes bacterianas

Os ensaios das medidas de potencial zeta entre as células bacterianas
com concentragcdes de 50, 75 e 100 ppm apds a interagao com o niquel foram
realizadas para avaliar a influéncia da concentracdo bacteriana na medida do
potencial zeta.

Os procedimentos realizados para este teste foram:

- Preparo da solugdo com a concentragéo desejada;

Nesta etapa, fora preparada, em Becker de 50mL, a solugao metalica de
niquel a 10*M. Apés foi adicionado 50ppm do concentrado bacteriano e ajustado
o pH no valor desejado. Esta mistura ficou em contato por 5 min a temperatura
de 25°C, sob agitacdo de 3 rpm. Apos verificou-se novamente o pH para
confirmar se estava na faixa determinada. O mesmo foi feito para a

concentragao de 75ppm e 100ppm.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1212414/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1212414/CA

46

- Preenchimento da célula do zeta meter com a suspensao;

Retirou-se 20 ml da suspensao com auxilio de uma seringa e preencheu
a célula. Sempre evitando a formacéo de bolhas de ar dentro da célula.

- Conexao dos terminais da célula a fonte de tensao;

O valor do potencial zeta registrado representa a média de 20 valores
medidos pelo aparelho o qual calcula a mobilidade eletroforética das particulas e
converte esta para potencial zeta mediante a equagdo de Smoluchowski.

O aparelho também fornece o desvio padrao de cada ponto a partir da

média de 20 valores medidos.

4.4.2. Curvas da Biomassa com metal

Os ensaios das medidas de potencial zeta entre as células bacterianas e
as espécies metdlicas com diferentes concentragdes 103, 10*, 10° e 10° M
foram realizadas para avaliar a influéncia destas interagoes.

Os procedimentos realizados para este teste foram:

- Preparo da solugdo com a concentragéo desejada;

Nesta etapa foram preparados em Becker de 50mL, solugdes metalicas
com a concentracdo desejada. Apds foi adicionado 50ppm do concentrado
bacteriano e ajustado o pH no valor desejado. Esta mistura ficou em contato por
5 min a temperatura de 25°C, sob agitacdo de 3 rpm. Apds verificou-se
novamente o pH para confirmar se estava na faixa determinada.

- Preenchimento da célula do zeta meter com a suspenséo;

Retirou-se 20 ml da suspensdo com auxilio de uma seringa e preencheu
a célula. Sempre evitando a formacao de bolhas de ar dentro da célula.

- Conexao dos terminais da célula a fonte de tensio;

O valor do potencial zeta registrado representa a média de 20 valores medidos
pelo aparelho o qual calcula a mobilidade eletroforética das particulas e converte

esta para potencial zeta mediante a equagao de Smoluchowski.

4.5. Espectroscopia de Infravermelho

A espectrometria de Infravermelho foi utilizada para analisar e comparar
os grupamentos funcionais presentes nas superficies bacterianas antes e apés o
contato com os ions metalicos. Os ensaios foram realizados em um

espectrofotdbmetro modelo Nicolet 7600 FTIR.
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4.5.1. Espectroscopia das bactérias

As suspensbes bacterianas foram secadas em uma estufa a uma
temperatura de 50°C. O material resultante da secagem de cada amostra foi
macerado ate a forma de p6. Foram entdo, realizadas pastilhas de brometo de

potassio (KBr) contendo 1% de amostra e em seguidas analisadas.

4.5.2. Espectroscopia da bactéria com metal

Foram adicionados 50 ppm de bactéria em cada Becker de 50mL, com a
solugdo metalica e pH ja ajustado no valor desejado, totalizando 20 bécheres.
Esta mistura ficou em contato por 5 min a temperatura de 25°C, sob agitacéo de
3 rpm. Apos verificou-se novamente o pH para confirmar se estava na faixa
determinada. Todas as amostras foram centrifugadas apds o tempo de contato,
com velocidade de 5000 rpm por um periodo de 6 minutos, os volumes foram
ressuspensos em aliquotas de agua destilada e postos para secagem em estufa
a temperatura de 50°C. O material seco foi macerado ate a forma de p6. Foram
entdo, realizadas pastilhas de brometo de potassio (KBr), contendo 1% de
amostra e em seguidas analisadas.

Na tabela 5 esta as condi¢des utilizadas para cada metal durante essa analise.

Tabela 5. Concentragdo e pH utilizados nas analises de infravermelho.

Elemento Concentragéo (M) pH
Niquel 10° S
Cobalto 10° 6
Magnésio 107 6
Aluminio 10" 4
Cromo 10" S
Ferro 10™ 3
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