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Resumo

Gongalves, Priscila dos Santos; Torem, Mauricio Leonardo. Biossorc¢éo de
tolueno na presenca da estirpe Rhodococcus opacus. Rio de Janeiro,
2015. 77p. Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Engenharia de
Materiais, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Neste estudo foi avaliada a capacidade de adsorcdo do poluente organico
tolueno em contato com a cepa Rhodococcus opacus. O tolueno foi selecionando
por fazer parte do grupo de compostos BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e
Xileno), que possui elevada toxicidade, causando impacto ambiental em corpos
hidricos, solo e ar, além de possuir caracteristicas mutagénica e carcinogénica em
humanos. A determinacdo e quantificacdo do tolueno na solucdo aquosa foram
realizadas em um cromatografo a gas, acoplado ao espectrémetro de massas com
amostrador automatico headspace. A cepa Rhodococcus opacus foi caracterizada
por analise de espectrometria no infravermelho e medicéo de potencial zeta, sendo
a Ultima realizada antes e ap6s o contato com o tolueno. Os modelos de isotermas
lineares de Langmuir, Freundlich e Temkin foram aplicados aos dados
experimentais para descrever o processo de adsor¢do. Tendo o modelo de
Langmuir se adaptado melhor ao processo em analise. As variaveis estudadas para
otimizar as condi¢cBes maximas de adsorcdo foram: tempo de contato, variacdo do
pH, variacdo da biomassa. Este estudo mostrou que a cepa bacteriana R. opacus
apresentou uma boa capacidade de biossorcéo, principalmente para concentragdes
baixas, onde removeu 95,99 % e 85,69% das respectivas concentracfes de 0,6 e
0,8 mg/L de tolueno, atendendo a resolucdo do CONAMA 357/2005 para aguas
salobras de Classe 1.

Palavras chaves

Rhodococcus opacus; Tolueno; BTEX; Biossorcéo.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1312984/CA


PUC-RiIo - Certificagéo Digital N° 1312984/CA

Abstract

Gongalves, Priscila dos Santos; Torem, Mauricio Leonardo (Advisor).

Biosorption of toluene in the presence of Rhodococcus opacus strain.

Rio de Janeiro, 2015. 77p. MSc. Dissertation — Departamento de Engenharia

de Materiais, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

In this study was evaluated the adsorption capacity of the organic pollutant
toluene by the Rhodococcus opacus strain. Toluene was chosen by being part of
the group of BTEX compounds (benzene, toluene, ethylbenzene and xylene),
which has high toxicity, causing environmental impact on water bodies, soil and
air, and also are mutagenic and carcinogenic to humans. The determination and
quantification of toluene in aqueous solution were performed on a gas
chromatograph, coupled with a mass spectrometer with headspace autosampler.
The strain Rhodococcus opacus was characterized by infrared spectrometry
analysis and zeta potential measurement, the last done before and after the
sorption. The isotherm linear models of Langmuir, Freundlich and Temkin were
applied to the experimental data to describe the adsorption process. Having the
Langmuir model better adapted to process analysed. The variables studied to
optimize the maximum adsorption conditions were: contact time, pH variation,
biomass variation. This study showed that the bacterial strain R. opacus has good
biosorption capabilities, particularly at low concentrations, where it removed
95.99% and 85.69% of the respective concentrations of 0.6 and 0.8 mg/L of
toluene, attending the CONAMA resolution 357/2005 for salt waters of Class I.

Keywords

Rhodococcus opacus; Toluene; BTEX; Biosorption.
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1

Introducao

Os compostos BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno) pertencem
a classe de hidrocarbonetos aromaticos e estdo presentes em diversos processos
quimicos, como na fabricacdo de detergentes, tintas, borracha, pesticidas, refino
de petrdleo, entre outros. A principal fonte de contaminacdo ao meio ambiente
relacionado a estes compostos ocorre através das atividades de refino de petréleo
e seus derivados (SILVA, 2004).

Esses compostos sdo extremamente toxicos mesmo em baixas quantidades,
tem propriedades mutagénicas e cancerigenas nos seres humanos, afetam o
metabolismo da fauna e flora causando danos ao ecossistema, muitas vezes ficam
absorvidos nesses organismos podendo chegar ao homem através da cadeia
alimentar (AIVALIOTI et al., 2011; MAZZEO et al., 2010; GESAMP, 1993).

Por estarem presentes em variados setores e processos industriais ha uma
grande preocupacdo em relagdo aos tratamentos relacionados a efluentes que
possuem estes compostos. Geralmente 0s processos fisico-quimicos
convencionais utilizados para remocdo de BTEX do meio ambiente ndo resolvem
totalmente o problema, assim sendo, tratamentos adicionais fazem-se necessarios,
que além de gerar elevados custos operacionais, produzem residuos de dificil
tratamento. Os processos bioldgicos vém sendo considerados tecnologia eficiente
na remocdo de BTEX de &guas contaminadas e efluentes, devido a sua
simplicidade operacional e baixo custo comparado a outros métodos (BERTIN et
al., 2007; MASSALHA et al., 2007).

A biossor¢ado esta entre esses processos bioldgicos, que durante muito tempo
foi relacionada e estudada somente para remocdo de metais, demostrando
eficiéncia (ABBUD, 2011; PINO, 2005, 2008; ABU AL-RUB et al., 2006;
BISHNOI et al., 2007). Possui vantagens como baixo custo operacional, 0 ndo
fornecimento de nutrientes no processo, seletividade e, em casos de metais, a
possibilidade de recuperacdo do metal e/ou reutilizagdo do biossorvente
(KRATOCHVIL e VOLESKY, 1997).
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O fenémeno de biossorcédo é relatado em varios grupos, géneros e espécies
de microrganismos ou vegetais, entre outros, como residuos agricolas,
farmacéuticos e de alimentos, tendo assim uma elevada gama de biossorventes
disponiveis para realizacdo do processo (BUENO, 2003; GOMES et al., 1998;
WASE e FORSTER, 1997).

Dos muitos biossorventes utilizados no tratamento de efluentes, a estirpe
microbiana R. opacus vem demonstrando bons resultados, principalmente no que
se trata da remocdo de metais (ABBUD, 2011; BUENO, 2003), sendo pouco
relatado a utilizacdo desta para a biossor¢édo de efluentes organicos. Com o intuito
duplo de expandir a pesquisa para o tratamento de efluentes organicos e ampliar o
uso da R. opacus fica justificada a presente pesquisa, buscando um maior

conhecimento quanto ao potencial da referida cepa como biossorvente.
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2
Objetivos

2.1.
Objetivos gerais

Estudar o potencial da cepa bacteriana Rhodococcus opacus como

biossorvente para remogéo de tolueno.

2.2.
Objetivos especificos

Determinar os valores para melhor eficiéncia da biossorcdo como
concentracdo inicial de biomassa, concentracdo inicial do Tolueno, tempo de
contato e pH.

Caracterizar através de medicdes de Potencial Zeta a R. opacus antes e ap0s

a sorgéo.
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3
Reviséo Bibliografica

3.1
Poluentes Organicos

Existem diversos poluentes aquaticos, estes sdo classificados de acordo com
sua natureza e por seus impactos quando langados no meio aquéatico. Podem ser
poluentes organicos biodegradaveis, poluentes organicos recalcitrantes ou
refratarios, metais, nutrientes, organismos patogénicos, sélidos em suspenséo,
calor. Os poluentes organicos biodegradaveis sdo aqueles degradados por
microrganismos decompositores presentes no meio aquatico, como por exemplo,
proteinas, carboidratos e gorduras (BRAGA et al., 2005).

Ja os poluentes organicos recalcitrantes ou refratarios sdo aqueles
compostos organicos de dificil degradacdo, pois possuem uma taxa de
biodegradacdo muito lenta ou simplesmente ndo se degradam. Alguns exemplos
de compostos organicos dessa natureza sao: defensivos agricolas, detergentes
sintéticos,  petroleo, Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA),
Hidrocarbonetos aromaticos-BTEX (Benzeno, Etilbenzeno, Tolueno e Xileno),
Fenois, entre outros (BRAGA et al., 2005; CENPES, 2005).

3.1.1.
Hidrocarbonetos Aromaticos

Os hidrocarbonetos sdo compostos organicos que apresentam ampla
distribuicdo nos ambientes aquéticos, pois sao originados de processos naturais e
antropicos (GESAMP, 1990).

Sd0 compostos organicos que contém apenas os elementos carbono e
hidrogénio, podendo ser classificados em alifaticos e aromaticos, na classificacéo
estrutural dos alifaticos existem quatro classes denominadas: alcanos, alcenos,
alcinos e cicloalcanos. Os aromaticos sdo divididos em monoaromaticos e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (BAIRD, 2002; MORRISON e BOYD,

1993). Nos hidrocarbonetos aromaticos os atomos de carbono estdo conectados
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em uma estrutura de anel plano, unidos por liga¢Ges tanto ¢ quanto © entre os
atomos de carbono. O membro mais simples dessa série é o benzeno (CgHs),
possui uma estrutura plana e altamente simétrica, com angulos de ligacédo de 120°,
mostra 0s aspectos estruturais caracteristicos dos compostos aromaticos (BROWN
et al., 2005; RICHARDS et al., 1971).

Quando hidrocarbonetos arométicos sdo absorvidos pela flora e fauna,
ligam-se as moléculas proteicas e ao tecido gorduroso, sendo transferidos através
da cadeia alimentar sem alterar sua estrutura. Muitos seres expdem-se a
contaminacdo por hidrocarbonetos derivados do petréleo por ingestdo de
cadaveres, ou de outros animais ou plantas que tenham acumulado
hidrocarbonetos no seu organismo, em quantidades insuficientes para causar
lesdo. Isto traz sérios danos para a pesca e a saude publica (TIBURTIUS et al.,
2004).

Podem sofrer alteragdo em sua estrutura, formando outros compostos
através de reacGes quimicas, sempre na presencga de um catalisador, como: Cloreto
de aluminio, cido sulfurico, entre outros (ARTILHEIRO, 2012).

3.1.2.
BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno)

Entre os hidrocarbonetos aromaticos, encontra-se uma classe particular de
compostos denominados BTEX: Benzeno, tolueno, Etilbenzeno e Xileno (figura
1) (CHAKRABORTY e COATES, 2004). Estes componentes sdo encontrados em
derivados do petréleo e largamente utilizados em industrias quimicas, possuindo
aplicacdes nas mais diversas areas: como téxtil, papel e celulose, pesticidas, tintas,
solventes, entre outras (PHELS e YOUNG, 2001; CLARKE et al., 1980). Os
compostos do BTEX sdo os hidrocarbonetos mais abundantes da gasolina,
podendo representar uma parcela de 18% a 25% em massa (ANP, 2004).

Possuem como principais caracteristicas a presenca do anel benzénico em
sua estrutura molecular, o carater volatil, bem como a elevada solubilidade em
agua quando comparado a outros hidrocarbonetos presentes na gasolina, como 0s
alifaticos alcanos, alcenos, alcinos (DOU et al., 2008; FARHADIAN et al., 2009).
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(a) (b) (c)
CH;, CH> CH;
Benzeno Tolueno Etilbenzeno
(d) (e) (f)
CH; CH; 'Hj
CH;
CH;
CH;
orto-xileno meta-xileno para-xileno

Figura 1. Estruturas quimicas das moléculas do composto BTEX: (a) Benzeno, (b)
Tolueno, (c) Etilbenzeno, (d) orto-xileno, (e) meta-xileno, (f) para-xileno.

O BTEX apresenta um potencial de poluicdo elevado e representa um sério
risco ao meio ambiente e ao ser humano. De acordo com a lista de poluentes
prioritarios da Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana (USEPAJa] -
United States Evironmental Protection Agency) o BTEX se destaca devido ao seu
elevado potencial carcinogénico e mutagénico, além de possuir relativamente alta
solubilidade em agua, o que facilita a migracdo e contaminacdo rapida de aguas
subterraneas e solos, devido a sua elevada volatilidade, os BTEX, geralmente, se
encontram em baixas concentragdes (nivel de ppb) em A&guas superficiais
(PEDROZO et al., 2002; AIVALIOTI et al., 2011; MAZZEO et al., 2010;
PAIXAO et al., 2007; JO et al., 2008; SANTAELLA et al., 2009). Sio
frequentemente encontrados no meio ambiente através de processos bioquimicos
naturais, deposicdo atmosférica, como resultado de vazamentos de tanques
subterraneos de armazenamento de gasolina ou dutos, disposi¢cdo imprdpria de
efluentes, derrames acidentais no transporte de produtos petroliferos e lixiviagdo
dos aterros sanitarios (CAVALCANTI et al., 2010; DE NARDI et al., 2007
PHELPS e YOUNG, 2001).

O Benzeno é classificado pela OMS Organizacdo Mundial de Salde o

elemento mais téxico do grupo, embora Tolueno, Etilbenzeno e Xileno sejam
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considerados tdxicos também, nenhum tipo de cancer foi diagnosticado devido a
exposicéo a estes elementos (BRITO et al., 2005; FORTE, 2007).

3.1.3.
Tolueno

O tolueno ou metilbenzeno é um hidrocarboneto aromatico, incolor e de
odor caracteristico. Sua formula é C;Hg ou CgHsCHg3 e possui peso molecular de
92,15. Esta substancia sofre ebulicdo a 116 °C; sua pressdo de vapor é de 22
mmHg a 20°C; se auto inflama a 480 °C. O principal uso do composto é a mistura
BTX na gasolina. Também é empregado na producdo e processo de refinamento
de petroleo, solvente em tintas, revestimentos, 6leos e resinas, matéria-prima na
producdo de benzeno, fenol e outros solventes organicos, e na fabricacdo de
polimeros e borracha, tornando o um contaminante ambiental comum, encontrado
em muitos locais de despejo de residuos (CETESB, 2012; PEDROZO et al.,
2002).

A aspiracdo do produto nos pulmdes pode produzir pneumonia quimica, 0
que pode ser fatal. Sua ingestdo pode causar espasmos abdominais e outros
sintomas analogos a exposicao por inalacdo. O contato com a pele causa irritacéo,
podendo ainda ser absorvido pela mesma e com os olhos causa severa irritacao
ocular e vermelhidéao e dor (SILVA, 2004).

As principais fontes de liberagdo de tolueno para o ambiente sdo emissdes
pelos veiculos automotores e sistemas de exaustdo de aeronaves, manipulacéo de
gasolina, derramamento de petréleo e a fumaca do cigarro (WORLD HEALTH
ORGANIZATION).

3.2.
Legislacéo

Com o objetivo de controlar a emissédo de efluentes altamente contaminantes
nos corpos de agua, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
estabelece critérios de langamento de efluentes de qualquer fonte poluidora em
corpos d’agua receptores. Estes padrdes de lancamento sdo definidos pela
RESOLUCAO N° 357, de 17 de marco de 2005 (CONAMA, 2005; MELLO,
2007)
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A resolugédo 357/2005 do CONAMA disp6e sobre a classificacdo dos corpos
de &gua e diretrizes ambientais para seu enquadramento, bem como estabelece as
condicdes e padrdes de lancamento de efluente. Os corpos hidricos sdo divididos
em &guas doces, salobras e salinas e classificados segundo seus usos
preponderantes. O limite de descarte para o tolueno em &guas doces de classe | e
Il é de 2 pg/L e para &guas salinas de classe | e de 215 pg/L.

3.3.
Métodos Convencionais para Tratamento do Efluente Contendo
Poluentes Orgéanicos

Os métodos convencionais aplicados hoje para a remocdo de poluentes
organicos presentes em aguas contaminadas sdo os ndo bioldgicos (fisicos,
quimicos e fisico-quimicos) e os bioldgicos. Estes métodos podem ser divididos
em tecnologias: in situ (remogdo realizada no proprio ambiente contaminado), ou
ex situ (remocdo do material contaminado para tratamento em local externo a sua
origem) (FARIAS, 2013; FARHADIAN et al., 2009; PEDROZO et al., 2002).

3.3.1.
Processos N&o Bioldgicos

e Air Stripping: € uma tecnologia ndo destrutiva de remogdo por aeracao que
permite a transferéncia de contaminantes organicos da fase liquida (&guas
superficiais ou subterraneas) para a fase gasosa, onde entdo o gas é coletado
e tratado (USEPA[b], 2012). A técnica air stripping demonstrou ter uma
boa eficiéncia na remocdo de compostos organicos volateis (COV),
incluindo os BTEX, porém, tal técnica ndo era muito indicada sob um ponto
de vista ambiental, ja que apenas ocorre uma transferéncia de poluentes na
fase liquida para a fase gasosa, e ndo sua degradacdo (TIBURTIUS et al.,
2004).

e Air Sparging: é uma tecnologia in situ, que introduz ar no aquifero
contaminado para produzir borbulhamento na agua criando uma aeragéo que
remove 0s contaminantes por volatizacdo (SINDICOM).

e Processos oxidativos avangados (POAs): sdo definidos como processos de

oxidagdo em que radicais hidroxila (*OH) sdo gerados para atuar como
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agentes oxidantes quimicos e, devido a sua alta reatividade, podem reagir
com uma grande variedade de compostos organicos. Esses radicais
hidroxila, em alguns casos, 0 oxigénio singleto, quando em quantidade
suficiente, provocam a mineralizacdo da matéria organica a dioxido de
carbono, &gua e ions inorganicos. S&8o processos limpos e ndo seletivos,
podendo degradar inimeros compostos, independente da presenca de outros.
Além disso, podem ser usados para destruir compostos organicos tanto em
fase aquosa, tanto em fase gasosa ou adsorvidos em matriz sélida.
Entretanto, os aspectos econdmicos ainda sdo a maior desvantagem de tais
processos (DONAIRE, 2007; FARHADIAN et al., 2008).

Adsorg¢do por carvao ativado: O carvédo ativado é usado no tratamento de
aguas de abastecimento e aguas residudrias, principalmente por ser um
adsorvente para a remocdo de niveis, relativamente baixos, de
contaminantes organicos e inorganicos. Possui elevados custos com a
recuperagdo do adsorvente tornam esse processo bastante oneroso
(RIBEIRO et al., 2012; DAIFULLAH et al., 2003).

3.3.2.
Processos Bioldgicos

Biodegradacdo: € a capacidade metabdlica de organismos transformarem
ou mineralizarem contaminantes organicos em substancias simples, que
possam entdo se integrar aos ciclos biogeoquimicos. Este processo,
juntamente com outros processos fisicos e quimicos, € responsavel pela
descontaminacdo de ambientes contaminados por compostos organicos
toxicos como os BTEX (MARGESIN e SCHINNER, 2001). A
biodegradacdo pode ser dividida em trés categorias: (a) mineralizacéo,
onde 0s compostos quimicos organicos sdo transformados a compostos
guimicos inorganicos como dioxido de carbono, adgua e aménia; (b)
biotransformacdo, onde o0s compostos quimicos organicos sao
transformados em estruturas menores e (c) co-metabolismo, onde outro
composto &€ metabolizado primeiramente ou simultaneamente a um
composto especifico (DALTON et al., 1982). Podendo ocorrer in situ ou

ex situ, o processo ex situ pode ocorrer por meio de reatores biolégicos sob
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condigdes controladas como pH, temperatura, aeracdo e agitagéo e in situ,
apesar de apresentar baixos custos, facilidade operacional e boa eficiéncia,
ndo é uma técnica que esta sob condi¢des controladas, fazendo com que as
variaveis presentes no meio possam interferir negativamente no processo
(GUIEYSSE et al., 2000; KRYST e KARAMANEYV, 2001; OHLEN et
al., 2005; ZILOUEI et al., 2006; DOTT et al., 1995).

e Processos aerdbios: Os processos aerobios de tratamento de efluentes sdo
conduzidos por comunidades microbianas heterogéneas, que estabelecem
complexas interacbes ecologicas. A biomassa é constituida de diversas
espécies microbianas, incluindo predominantemente bactérias, fungos e
protozoarios (PEDROZO et al., 2002). No tratamento bioldgico aerdbio,
0S microrganismos, mediante processos oxidativos, degradam as
substancias organicas, que sdo assimiladas como "alimento™" e fonte de
energia, transformando-as em produto de metabolismo, CO e H,0
(MELLO et al., 2006).

e Processos anaerobios: O processo anaerobio € um processo hatural que
ocorre na auséncia de oxigénio molecular. Pode ser considerado como um
ecossistema onde diversos grupos de microrganismos trabalham
interativamente na conversdo da matéria organica complexa (carboidratos,
proteinas, lipidios) em metano, gas carbonico, agua, gas sulfidrico e

amonia, além de novas células bacterianas (MELLO, 2007).

3.4.
Adsorcao

A adsorc¢do é um fendmeno fisico-quimico de grande importancia devido a
suas multiplas aplicagdes na industria (VOLESKY, 2003). Adsor¢do trata-se de
um fendmeno em que componentes de uma fase fluida, liquida ou gasosa,
chamado de adsorvato, sdo transferidos para a superficie de uma fase solida
(adsorvente). A migracdo destes componentes de uma fase para outra tem como
forca motriz a diferenca de concentracdo entre o seio do fluido e a superficie do
adsorvente. Usualmente o adsorvente é composto de particulas que séo
empacotadas em um leito fixo por onde passa a fase fluida continuamente até que

ndo haja mais transferéncia de massa. Como o adsorvato concentra-se na
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superficie do adsorvente, quanto maior for esta superficie, maior sera a eficiéncia
da adsorgdo. Por isso, geralmente os adsorventes sdo solidos com particulas
porosas (BORBA, 2010; HOMEM, 2001). O fenémeno de adsorcdo ocorre
porque atomos da superficie tém uma posicao incomum em relacdo aos atomos do
interior do solido. Os atomos da superficie apresentam uma forca resultante na
direcdo normal a superficie, para dentro, a qual deve ser balanceada. A tendéncia
a neutralizar essa forca gera uma energia superficial, atraindo e mantendo na
superficie do adsorvente as moléculas de gases ou de substancias de uma solucéao
com que estejam em contato. Durante o processo, as moléculas encontradas na
fase fluida sdo atraidas para a zona interfacial devido a existéncia de forcas
atrativas, tais quais ligacbes de Hidrogénio, ligacbes covalentes, interacdes
dipolo-dipolo, forcas de van der Waals, ligacGes eletrostaticas, entre outras
(CAMARGO et al., 2005). O tipo de ligacdo que se forma a partir deste tipo de
energia superficial pode ser fraca ou forte. Quando o sélido é, por exemplo, ibnico
e a molécula que se adsorve é polarizavel, a ligacdo formada é forte, e passa a ser
conhecida como adsorcdo quimica ou quimissor¢do (tabela 1). Se a ligacdo é
fraca, ao nivel de forcas de van der Waals (atracdo como a de moléculas no estado
liquido), a adsorcao é conhecida como adsorcdo fisica ou fisissorcdo (tabela 1).
Na adsorcdo fisica podem formar-se camadas moleculares sobrepostas, enquanto
gue na adsorcdo quimica se forma uma Unica camada molecular adsorvida,
monocamada. Embora as adsor¢des fisica e quimica sejam caracterizadas por
diferentes efeitos, ndo existe uma diferenca clara entre os dois mecanismos
(FOUST, 1982).

Dependendo do tipo de ligacdo entre as moléculas e &tomos que estdo sendo
adsorvidos e o adsorvente as interacbes podem ocorrer de duas maneiras na
superficie do s6lido (ROCHA, 2006).

Adsorcdo nado especifica: também pode ser conhecida como adsor¢do
eletrostatica ou troca ibnica, caracteriza-se pelas reacles reversiveis,
relativamente fracas e rapidas. Para que esse processo acontega € necessario a
existéncia de cargas elétricas permanentes ou o desenvolvimento de carga
dependentes de pH. Esse tipo de adsorcdo ocorre quando um ion carregado entra
no campo de influéncia de uma superficie solida que possui carga liquida
superficial oposta. Esse tipo de adsor¢éo é representado pelo modelo mais simples

da dupla camada elétrica, que € composto por duas zonas - plano de carga sobre a
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superficie do adsorvente (fixo) e o plano de carga difusa (mdvel, dita camada de
Gouy) (SPOSITO, 1989; FORD et al., 2001; PARKS, 1975). Outras interacdes
fisicas entre moléculas, baseadas em forcas eletrostaticas incluem interacdes
dipolo-dipolo, interacbes de dispersdo e ligacbes de hidrogénio. Nas interacdes
dipolo-dipolo as moléculas com extremidades opostas (dipolo negativo e dipolo
positivo) estabelecem uma forga de atracdo, esse tipo de interacdo s6 ocorre em
moléculas polares que tendem a orientar suas cargas para diminuir a sua energia
livre combinada. No caso das ligacbes de hidrogénio, o hidrogénio, por ser uma
molécula de carga positiva, atrai um atomo de carga negativa. As interacfes de
dispersdo ou forca de London — van der Walls acontecem quando moléculas
neutras se aproximam uma das outras e geram uma polarizacdo fraca em cada
umas delas, essa atracdo é caracterizada como fraca (RUSSELL, 1980; BUENO,
2003).

Adsorcao especifica: A adsorcdo especifica pode ser quimica ou fisica,
dependendo do tipo de ligacdo envolvida. Envolve interacdes estaveis, governada
pela formacdo de ligagdes quimicas de alta energia entre grupos funcionais da
superficie solida e as espécies em solucdo (MONTE e PERES, 2004; SPOSITO,
1989). Esse tipo de adsorcdo especifica é melhor representada pelo modelo da
dupla camada elétrica composto por trés zonas: plano de carga de superficie do
adsorvente, plano de carga adsorvida especificamente (plano interno de Helmoltz)
e o plano de carga da camada difusa (PARKS, 1975).
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adsorgdo fisica e quimica. Fonte: VOLESKY, 2003;

Adsorcao Fisica

Adsor¢do Quimica

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Baixa energia
(< 20 Kcal.mol™)

Adsorcao reversivel

Pouca seletiva

Répida adsorcao

A espécie conserva sua natureza

Forcas de van de Waals

Formacdo de monocamada ou

multicamada

7/
L X4

7/
L X4

X/
L X4

e

*

L)

e

*

L)

Alta energia
(> 20 Kcal.mol™)

Adsorcao irreversivel

Muito seletiva

Demora a ocorrer adsor¢éo

A espécie adsorvida sobre uma
transformacdo dando origem a
uma espécie diferente.

Forcas comparaveis a ligacOes
quimicas
Somente formacéo em

monocamada

3.4.1.

Isotermas de Adsorcgéo

As isotermas de adsorcdo permitem a determinacdo dos parametros

relacionados ao equilibrio do processo (ADAMSON e GAST, 1997). Nos
processos de adsor¢do em solugdo, a concentracdo vai decrescendo até alcancar

um valor constante. Neste ponto, a quantidade do adsorvato que estd sendo

adsorvida encontra-se em equilibrio dindmico com a quantidade dessorvida

(adsorvato). O tempo requerido para alcancar este estagio é chamado tempo de

equilibrio e a quantidade do analito retido reflete a capacidade de adsorgédo (Qe)

do adsorvente no equilibrio, variando a concentragdo inicial e mantendo a

temperatura constante. A massa de adsorvato retido (mg) por unidade de massa de
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adsorvente (g) pode ser calculada por meio de um balan¢o de massa de acordo
com a equacdo 1 (DOTTO et al., 2011).

(G = C) Equago (1)

Qe *V

mS

Na qual C, e Ce sd0 as concentracdes em (mg.L') no inicio e no final do
equilibrio, respectivamente, ms representa a massa (g) do adsorvente e V o volume
(L) da solucéo tratada.

A forma que a isoterma adquire é uma ferramenta experimental
frequentemente utilizada para conhecer o tipo de interacdo que ocorre entre o
adsorvato e o adsorvente. Algumas formas mais comuns podem ser observadas na
figura 2 (OLIVEIRA, 2011).

Quantidade Isoterma
adsorvida no favoravel
solido. g

[soterma
linear

[soterma
desfavoravel

Concentracio de equilibrio no liquido, ¢,

Figura 2: Classificag&o da isotermas segundo a curvatura. Fonte: BRINQUES, 2005.

Quando a isoterma se mostra linear, a massa do adsorvato retida por unidade
de massa do adsorvente é proporcional & concentracdo de equilibrio do adsorvato
na fase fluida, quando a curvatura é descendente sdo referidas como favoraveis,

pois a massa do adsorvato retida por unidade de massa do adsorvente é alta para
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uma baixa concentragdo de equilibrio do adsorvato na fase fluida. A isoterma é
considerada desfavordvel quando a massa do adsorvato retido por unidade de
massa do adsorvente € baixa mesmo para uma alta concentracdo de equilibrio do
adsorvato na fase fluida e, considerada irreversivel quando a massa do adsorvado
retida por unidade de massa do adsorvente é independente da concentragdo de
equilibrio do adsorvado na fase fluida (McCABE et al., 1993)

Giles e colaboradores (1960) propuseram outra classificacdo mais detalhada,
as isotermas foram classificadas baseando-se nas inclinacdes e curvas (figura 3).
De acordo com essa classificagdo foram divididas em quatros principais classes,
nomeadas de: S (Spherical), L (Langmuir), H (High Affinity), e C (Constant

Partition).

—

Quantidade Adsorvida

Concentragdo de Equilibrio

Figura 3: Tipos de isotermas baseadas nas inclina¢des das curvas. Fonte: TAN, 2011.

A isoterma tipo S tem uma inclinacdo linear e convexa em relacdo a
abscissa. Indica que a adsorg¢do inicial € muito baixa e aumenta a medida que o
namero de moléculas absorvidas aumenta. A isoterma tipo L tem inclina¢do nao
linear e concava em relacdo a abscissa. E caracterizada por um decréscimo na
inclinacdo da curva a medida que o nimero de sitios disponiveis para a adsor¢do
diminui devido ao recobrimento da superficie adsorvedora. A curva do tipo L é
geralmente observada quando a superficie do adsorvente possui alta afinidade
com o soluto. A isoterma tipo C representa uma particdo constante do soluto entre
0 adsorvente, dando a esta curva um aspecto linear (OLIVEIRA, 2011; BARROS
e ARROYO, 2002). Existem diversas isotermas que sdo usadas para descrever o
processo de equilibrio, destacam-se: Langmuir, Freundlich, Redlich-Peterson,

Temkin e BET. Muitas destas equacdes sdo empiricas e desenvolvidas para
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melhor ajustar os dados experimentais as expressdes matematicas (FEBRIANTO,
2009; OLIVEIRA, 2011).

3.4.1.1.
Modelo da Isoterma de Langmuir

O modelo da isoterma de Langmuir é amplamente utilizado para descrever o
comportamento do adsorvato no equilibrio para os mais diversos sistemas (LIU,
2006). Este modelo foi originalmente derivado da adsorcdo de gas em carvao
ativado, segundo Reynolds e Richards (1992), com as seguintes suposicdes:

1. A superficie contém um ndmero fixo de sitios de adsorc¢&o;

2. Todas as espécies adsorvidas interagem somente com um sitio e ndo

entre si;

3. Aadsorc¢éo é limitada a monocamada;

4. A energia de adsorcao de todos o0s sitios ativos € idéntica e independente

da presenca de espécies adsorvidas nas vizinhangas dos sitios;

5. A adsorcao € reversivel.

O modelo de Langmuir descrito em forma de equacdo linearizada, como

mostra a equacao 2.

_ Amax * KL * Ce Equagéo (2)
Q=7 K, *C,

Onde C. (mg/L) é a concentracdo do equilibrio. O pardmetro gmax (Mg/g)
esta relacionado a capacidade maxima de adsorc¢do, e K. (constante de Langmuir)
(L/mg) é a razdo entre a constante cinética de adsorcdo e a constante cinética de
dessorcao.

Os valores de gmax € K podem ser determinados graficamente reorganizando
a equacdo 2 na forma:

Ce _ 1 N Ce Equacéo (3)
Qe Qmax * K qmax

A representagdo grafica de Ce/q versus C. € uma funcdo linear, cuja

inclinacdo € igual a 1/gmax € a intersecdo com eixo C./q igual a 1/(Qmax*K).
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Através do coeficiente angular e da reta podemos calcular 0 Qmax que é a
capacidade de adsor¢do maxima considerando uma cobertura em monocamada e a
partir desde valor, através do coeficiente linear podemos calcular o valor da
constante de adsor¢do K. (DORNELLAS, et al ,2000; GOMES, 2000; WANG,
2005)

O modelo de Langmuir tem sido usado, e nisso muito bem sucedido, para
descrever o equilibrio de biossorcdo. Bons adsorventes serdo aqueles que possuem
valor alto de gmax € uma isoterma ingreme de sorcéo inicial (ou seja, baixo valor
de b) (SAY et al., 2001; YAN e VIRARAGHAVAN, 2003; OZER e OZER,
2003; VEGLIO et al., 1997; MATHEICKAL e YU, 1999; KRATOCHVIL e
VOLESKY, 1997).

3.4.1.2.
Modelo da Isoterma de Freundlich

A isoterma de Freundlich é caracterizada por ser uma equacdo empirica,
aplicavel a sistemas caracterizados por heterogeneidade. O modelo sugere que nao
ha limite para capacidade de adsorcdo, pois a quantidade adsorvida tende ao
infinito, ou seja, ndo prevé saturacdo. A isoterma de Freundlich é apresentada pela
equacdo 4 (SHENG et al., 2010)

Q, = K * Cel/n Equacdo (4)

Onde, a constante Kg é a constante de Freundlich (L/mg) e 1/n é o fator de
heterogeneidade. A constante de Freundlich estd relacionada a capacidade de
adsorcdo do sélido e o fator n indica se o processo é ou nao favoravel. Valores de
n compreendidos de 1 a 10 sdo indicativos de condi¢des favoraveis ao processo de
adsorcdo (SHENG et al., 2010, NAMASIVAY AM, et al., 2011).

Para facilitar o ajuste do modelo aos dados experimentais a equacédo 4 pode

ser transformada em uma expressao linear, equagéo 5.

1 Equagdo (5
1nq=1nK+<£>lnCe fegio (5)
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Este modelo tem como principal limitagdo ndo determinar a sor¢do maxima

que pode ser realizada por parte do adsorvente (FETTER, 1993).

3.4.1.3.
Modelo da Isoterma de Temkin

Na equacdo de Temkin existem dois parametros que levam em consideragéo
as interacOes adsorvente-adsorvato e a distribuicdo uniforme de energia (FOO;
HAMEED, 2010). Segundo Temkin e Pyzhev (1940) que estudaram o calor de
adsorcdo e suas interagOes, sugeriram que o calor de adsorcdo de todas as
moléculas da camada diminui linearmente com a cobertura devido as interacbes
existentes (ALLEN 2003; SEKAR, 2004; HAMDOAUI,2007, NASCIMENTO, et
al 2014)

Sua equacéo é expressa segundo a equagao 7.

RT Equacéo (7
TIn (ArCe) Ao (7)

Qe =
Onde Q. é a quantidade de soluto adsorvido no equilibrio; R a constante
universal dos gases (8,314 J.K™*. mol™); T temperatura (K); b constante de Temkin
em relacéo ao calor de sorcéo; A constante da isoterma de Temkin (L.mg™) e C.
concentracdo do adsorvato em solucdo, no equilibrio (NASCIMENTO, et al.
2014).
Sua forma linearizada é demonstrada na equacao 8, ja a equacao 9 permite o
calculo da constante B.

Qe = B;InA, + B;InCe Equacao (8)

RT Equacdo (9)
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A adsorcdo é avaliada de acordo com a equacdo 9. Um gréfico de Q. versus
(InCe), permite determinar as constantes A; e B; através dos coeficientes angular e
linear, respectivamente. (ALLEN 2003; SEKAR, 2004; ABBUD 2010).

Em geral o modelo ndo descreve bem equilibrios de adsorcdo de ions
metalicos e biossorvente (FEBRIANTO, et al., 2009). Porém, Moura et al. (2011)
e Vidal et al. (2011) utilizaram a equacdo se Temkin na adsor¢éo de tolueno por
organossilica modificada e obtiveram melhores resultados neste modelo do que

nos de Freundlich e Redlich-Peterson.

3.4.2.
Biossorcéo

O termo biossor¢do € multidimensional e foi evoluindo ao longo das ultimas
décadas, este termo vem sendo utilizado por diferentes autores para uma variada
gama de processos, incluindo biossorcdo, bioabsorcdo, biossorcdo utilizando a
biomassa viva ou morta e um diversificado leque de substancias. As dificuldades
com a definicdo do termo estdo relacionadas com a existéncia dos diversos fatores
citados acima (VOLESKY, 2007; GADD, 2009; GADD e FOMINA 2014).

Tradicionalmente, biossorcao refere-se especificamente ao processo que tem
metais como adsorvato e, muitas vezes, 0 material microbiano como biossorvente.
A maioria das pesquisas ainda concentra-se em metais e elementos relacionados a
eles, por causa disso, varios autores relacionam a definicdo de biossor¢do somente
para ions metélicos (GADD, 2009).

Porém, a palavra biossorcdo vai além da remocdo de metais, podendo
referir-se também ha processos que envolvam outro tipo de compostos, como
compostos organicos e radionuclideos. Assim o termo biossor¢do pode descrever
qualquer sistema em que uma superficie sélida de uma matriz bioldgica interage
como um adsorvato, resultando na reducdo da concentracdo desse adsorvato na
solugdo (GADD, 2009). Outro ponto envolvido na controvérsia sobre o termo
biossorcdo refere-se quanto a utilizacdo do mesmo para caracterizar a existéncia
de processos passivos ou ativos. Existem trés definicdes que séo utilizadas
envolvendo este termo: (1) uma definicdo restrita quando biossorgéo, define-se
como um processo passivo, metabolicamente independente; (I1) uma definicéo

mais ampla, incluindo processor ativos e passivos, em caso da biomassa viva,
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chamando-a de bioacumulacdo e, por fim; (Ill) biossor¢do como uma
generalizacdo fundamental que abrange todos os aspectos das interacbes de
qualquer adsorvato com uma matriz (GADD, 2009).

Para facilitar o uso do termo, a maioria dos pesquisadores opta pelo sentido
restrito do mesmo, onde biossor¢cdo é um processo passivo, metabolicamente
independente, ou seja, em que biomassa morta ou fragmentos de células e de
tecidos sdo utilizados (VOLESKY, 1990; MALIK, 2004; GADD, 2009; GADD e
FOMINA, 2014). O processo que envolve a biomassa viva e seu metabolismo é
definido com processo de bioacumulagio (KADUKOVA, 2005).

O uso de biomassa inativa torna-se uma vantagem em relagdo ao uso da
biomassa viva, uma vez que ndo sofrem limitacGes devido a toxicidade do meio e
ndo requerem renovacao do meio de cultura (KIRAN et al., 2005).

Um dos beneficios da biossor¢do é o baixo custo do material biossorvente,
ja que podem ser empregados como biomassa, subprodutos de algum processo
industrial (indastria de alimentos, inddstria farmacéutica, subprodutos de
processos de fermentacdo e residuos agricolas) (ESPOSITO et al., 2001;
VOLESKEY, 2001; WANG, 2005).

3.4.2.1.
Mecanismos da Biossor¢ao

Os mecanismos relacionados a biossorcdo dependem de varios fatores,
como composicao quimica da parede celular do biossorvente, as condices fisico-
quimicas do meio e as propriedades quimicas do adsorbato em questdo
(TAVARES, 2009). O material biolégico é muito complexo, possuindo muitos
grupos funcionais que sdo capazes de interagir com o adsorbato presente na
solucdo de diversas formas (GADD e FOMINA, 2014).

Volesky (1896) e Gadd (2009, 2014) citam como 0s principais mecanismos
ou combinacdo de mecanismos em diferentes graus: adsorcdo, troca ionica,
complexagdo/coordenacéo.

e Adsorcéo: E o processo fisico-quimico pela qual uma substancia (gasosa ou
liquida) se torna ligada a superficie de um sélido. A atracdo se baseia

geralmente nas cargas eletrostaticas.
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e Troca idnica: E definida como o intercdmbio de ions, que se encontram
formando espécies moleculares ou atdmicas, que perdem ou ganham
elétrons.

e Complexacéo: E definida como a formacéo de espécies devido a associacio
de outras duas ou mais especies. Quando uma espécie € um ion metalico, o
resultado é conhecido como complexo metalico.

e Coordenacao: Quando um atomo central de um complexo est& unido a outro
atomo por ligacbes covalentes, formadas como o resultado da aceitacdo de

um par de elétrons de um atomo nao metalico.

3.4.2.2.
Fatores que Afetam a Biossorcgéo

¢ Velocidade de agitacéo: Em alguns casos o aumento da velocidade aumenta
a taxa de remocao dos poluentes. J& em outras situacdes pode influenciar a
adsorcéo devido a reducdo da resisténcia da camada periférica ao redor da
particula do adsorvente, danificando a estrutura fisica do mesmo (McKAY,
1982; PARK et al., 2010).

e Temperatura: O principal efeito da temperatura neste processo € que a
mesma afeta a constante de velocidade de adsor¢do. Um aumento da
temperatura pode ocasionar aumento da energia cinética e na mobilidade
das moléculas do adsorvato e afetar a solubilidade e o potencial quimico do
mesmo. Desta forma, a alteracdo na temperatura de um processo conduz a
uma mudangca na capacidade de adsorcdo (JIMENEZ et al., 2004,
KHATTRI, 2000). O processo de adsorcdo geralmente € exotérmico. Na
maioria dos sistemas um aumento da temperatura implica na diminuicdo da
guantidade adsorvida (MELLAH et al., 1997). Em alguns casos a
temperatura pode danificar a estrutura fisica do biossorvente (PARK et al.,
2010)

e pH: Afeta a adsorcdo na medida em que determina o grau de ionizacdo de
compostos &cidos ou basicos. A intensidade desse efeito pode ser maior ou
menor conforme o adsorvente, uma vez que as cargas da superficie do
adsorvente dependem da sua composicao e das caracteristicas da superficie

(AL-DEGS, 2000). Nos microrganismos pode ativar grupos funcionais
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existentes em sua parede celular, podendo aumentar ou diminuir aderéncia
do adsorvato (BUENO, 2003).

e Concentracdo do poluente: Quando aumentada a concentragdo inicial do
poluente, ha um acréscimo de poluente por unidade de peso do biossorvente,
diminuindo a eficiéncia de remocao e aumentando 0 tempo necessario para
0 sistema atingir o equilibrio (PARK et al., 2010).

e Natureza do adsorvente: A estrutura molecular do adsorvente tem grande
influéncia no grau de adsor¢do em fungdo do tipo e posicdo do grupo
funcional (MELLAH et al., 1997; BARRQOS, 2001).

3.5.
Biossorvente

Os biossorventes sdo qualquer tipo de material bioldgico que tem afinidade
com poluentes organicos e inorganicos onde ha um enorme potencial de
biossorcdo (GADD, 2009; DHANKHAR et al., 2011; GADD e FOMINA 2014).
Possuem diversas caracteristicas atrativas, como baixo custo, facil utilizacdo e
eficiéncia, sdo geralmente encontrados em abundéancia na natureza (XIE et al.,
1996; BOUKHLIFI et al., 2000).

A capacidade de biossor¢do de diversos biossorventes vem sendo relatada
em milhares de trabalhos de pesquisas (GADD e FOMINA 2014). Dentre os
biossorventes pesquisados estdo: biomassa microbiana (bactérias, cianobactérias,
fungos e leveduras), algas, residuos industriais (fermentacdes de alimentos),
residuos agricolas (residuos de frutas/vegetais, casca de arroz, farelo de trigo,
polpa de beterraba, etc.), residuos naturais (residuos vegetais, serragem, casca de
arvores, ervas daninhas, etc.) e outros materiais (quitosana, celulose, etc.) (PARK
etal., 2010; DHANKHAR et al., 2011).

Um bom biossorvente é aquele que possui um grande numero de sitios
ativos disponiveis para interacdo com a espécie de interesse (agente toxico). Os
sitios sdo pontos de adsorgdo constituidos por um ou mais grupos funcionais

quimicos distribuidos pela superficie do biossorvente (DEMIRBAS, 2008).
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3.5.1.
Rhodococcus opacus

Rhodococcus sdo aerdbias, Gram-positivas, com alto conteddo de Guanina e
Citosina contido em seu DNA (FINNERTY, 1992). Sdo amplamente distribuidas
no ambiente e habitam diversos nichos ecologicos como: os ambientes marinhos,
solos Alpinos, o0 Artico, a Antértica, 4guas subterraneas, excretas de animais,
intestinos de insetos, e plantas (BELL et al., 1998; WHYTE et al., 2002;
CARVALHO e FONSECA, 2005). Bactérias do género Rhodococcus costumam
ser excelentes degradadoras de compostos hidrofébicos.

Sao capazes de atuar em varios compostos recalcitrantes e possuem uma
excepcional capacidade de transformar ou biodegradar compostos hidrofobicos
como parafinas, hidrocarbonetos aromaticos  policiclicos,  bifenilas,
poliaromaticos, policlorados, esteroides e lignina (BICCA et al.,, 1999;
CARVALHO e FONSECA, 2005; CIAPINA, 2006). A capacidade de degradacéo
de compostos hidrofobicos por essas bactérias estd associada a producdo de
agentes surfactantes que poderiam auxiliar na assimilacdo de substratos
hidrofébicos modificando a hidrofobicidade na superficie celular (WHYTE et al.,
1999; CIAPINA, 2006).

O Rhodococcus opacus € uma espécie que pertencente ao género
Rhodococcus, ndo possui natureza patogénica, € possui as mesmas caracteristicas
referentes ao seu género citadas acima, pode ser isolada de solos e das usinas de
tratamentos de &guas (IVSHINA et al., 1998; STRATTON et al., 2002). O R.
opacus possui na sua parede celular diversos componentes, tais como,
polissacarideos, acidos micdlicos e lipideos, que conferem um carater anfotero a
superficie celular, semelhante aos surfactantes comerciais (MESQUITA et al.,
2003).

Segundo Bueno (2003) a R. opacus é um étimo biossorvente por possuir as
seguintes caracteristicas: auséncia de patogenicidade, facil aquisicdo em colegéo
de culturais nacionais, facil manipulacéo, propagacdo e manutencgdo das celulas.

Os trabalhos realizados com a cepa R. opacus demostram que ela possui
grande afinidade com ions metalicos, podendo remover 95%, 73%, 52% dos ions
de Pb(Il), Hg e Cu(ll) (BUENO, 2003; ABBUD, 2010).
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3.6.
Cromatografia Gasosa

O termo cromatografia foi primeiramente empregado em 1906 e sua
utilizacdo foi atribuida a um botanico russo, M. Tswett, a0 descrever suas
experiéncias na separacao dos componentes de extratos de folhas. Apesar desse
estudo e de outros anteriores, que também poderiam ser considerados precursores
do uso dessa técnica, a cromatografia foi ignorada até a década de 30, quando foi
redescoberta. A partir dai, diversos trabalhos na area possibilitaram seu
aperfeicoamento e, em conjunto com outras tecnologias, levaram-na a um grau de
sofisticacdo que resultou em sua vasta aplicacdo nas mais diversas &reas
(DEGANI et al., 1998).

A cromatografia € um método fisico de separacdo, no qual os componentes
a serem separados sdo distribuidos em duas fases: uma fixa de grande area
superficial denominada fase estacionaria, e a outra um fluido que percola através
dela sendo denominada fase mdvel. Pode ser utilizada para: identificacdo de
compostos por comparacdo de padrles previamente existentes; separagdo;
quantificacéo de espécies quimicas (LANCAS, 1993; DEGANI et al., 1998).

As técnicas de cromatografia utilizadas para identificacdo e quantificacdo de
BTEX, grupos de compostos que incluem o tolueno, sdo: cromatografia a gas
(CG), a cromatografia a gas associada a espectrometria de massa (GC-MS), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, a cromatografia de fluido supercritico
(SFC), a cromatografia de camada delgada (TLC) (VALENTIN, 2006).

A técnica utilizada nesta dissertacdo foi a cromatografia gasosa associada &
espectrometria de massa, por possuir alta sensibilidade para a determinacéo e
quantificacdo de compostos organicos a niveis de tracos.

Na cromatografia gasosa, a separacdo se baseia na distribuicdo dos
compostos em duas fases: a fase estacionaria, que pode ser sélida ou liquida, e
uma fase movel gasosa, aplicando-se tanto para analises de gases como para
compostos volateis. Na cromatografia, a amostra € introduzida por um sistema de
injecdo em uma coluna contendo a fase estaciondria. O uso de temperaturas
adequadas no local de injecdo da amostra e na coluna possibilita a vaporizagéo das
espeécies quimicas que, de acordo com suas propriedades e as da fase estacionaria,

sdo retidas diferentemente, e chegam a saida da coluna em tempos distintos.
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Existem varios detectores que podem ser utilizados, o uso do detector adequado
possibilita a melhor deteccdo e quantificacdo dos compostos de interesse
(VALENTIN, 2006). O acoplamento de um cromatografo com o espectrdometro de
massas combina vantagens da cromatografia (alta seletividade eficiéncia de
separagcdo) com as vantagens da espectrometria de massas (obtencdo de
informagdo estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade)
(VEKEY, 2001).

A cromatografia gasosa depende da qualidade da amostra, pois nenhuma
matriz pode ser diretamente injetada num cromatografo a gas. As matrizes
ambientais, além de possuir particulados ndo volateis em &gua, possuem
quantidades incompativeis como as colunas cromatogréaficas e detectores de GC.
Portanto, a viabilizacdo da analise por GC depende de um método adequado de
preparo da amostra. As principais metodologias de preparo de amostras contendo
BTEX em matrizes aquosas sdo: por meio de amostragem direta da fase gasosa
(headspace estatico), enriquecimento do analito de interesse, (headspace
dindmico, como Purge & Trap) e por adsorcdao (como microextracdo em fase
solida— SPME) (MARSILI, 1997; VALENTE e AUGUSTO, 2000).

3.6.1.
Headspace

Segundo Marsili (1997) as técnicas de amostragem no headspace podem ser
divididas em headspace estatico e headspace dinamico. Os métodos que utilizam
a amostragem por headspace visam minimizar a formacdo de artefatos e/ou
destruicdo da fracdo volatil, possuem uma alta reprodutilidade e mantém a
integridade quimica das moléculas (AUGUSTO et al., 2003; MARSILI, 1997).

A principal caracteristica do headspace é a possibilidade da determinacédo
de componentes volateis, da amostra a ser estudada, de forma direta. Além disso,
0 headspace possibilita a introdugdo da amostra sem pré-tratamento no
cromatografo a gas (GOBATO et al., 2001).

O headspace dindmico (Purge & Trap) € uma técnica de extracdo e
concentracdo, a amostra € confinada em um recipiente (vial) fechado onde é
carregada por um fluxo de gas inerte de alta pureza. Estes encontram no caminho
um material polimérico de grande afinidade (trap) e 1a ficam retidos. O fluxo se

mantém por certo periodo de tempo, até que o trap comeca a ser aquecido para
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dissolver os analitos. Os compostos sdo arrastados para dentro da coluna
cromatografica onde serdo separados e, posteriormente, quantificados (ROSELL
et al., 2003).

As diferencas do procedimento encontram-se no tipo de trap utilizadas,
podendo ser criogénica ou com adsorventes. As criogénicas utilizam recipientes
refrigerados para captura dos compostos volateis, podendo coletar &gua junto com
0S compostos, 0 que tornam as traps com adsorventes mais convenientes. Ja
adsorventes, como carvao ativado e varios polimeros porosos, podem ser usados
para coletar compostos volateis do headspace (NOGUEIRA, 2002; COLE, 1980).

Na analise de headspace estético (figura 4) a amostra também €é confinada
em um recipiente (vial), em seguida esse vial é aquecido a uma temperatura pré-
estabelecida para promover a fase volatil, assim os analitos sdo extraidos do vial
por uma seringa propria para gases, também aquecida, que também é introduzida
no injetor do cromatégrafo gasoso para posterior separacdo, deteccdo e
quantificacdo dos compostos (VALENTIN, 2006). E uma técnica facil e rapida,
esse método provavelmente é o mais simples, permanecendo, até hoje, como a

técnica de preparacdo de amostra livre de solvente mais utilizada (ALVES, 2012).

G: Fase Gasosa ( headspace)

A fase gasosa ¢ comumente chamada de headspace e “repousa”
sobre a fase condensada da amostra

A: Fase da Amostra
A fase da amostra (geralmente solida ou liquida) contém o composto
de interesse, combinado com o solvente e a solu¢gdo modificadora.

Analito volatil

Amostra, solvente e
solugdo modificadora

Quando a amostra ¢ introduzida e o frasco ¢ lacrado, os componentes
volateis difundem-se para a fase gasosa, até alcangar equilibrio,
indicado pelas setas. Entdo a amostra ¢ retirada do headspace.

Figura 4: Fases do frasco de headspace. Headspace estatico. Fonte: RESTEK, 2004.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1312984/CA


PUC-RiIo - Certificagéo Digital N° 1312984/CA

37

4
Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo apresentados 0s equipamentos, materiais e reagentes
utilizados no desenvolvimento do processo de biossor¢do para remocao do
composto organico tolueno, utilizando a estirpe microbiana R. opacus. Sera
descrito também a metodologia experimental do estudo em questéo.

4.1.
Procedéncia e Preparo da Bactéria

A estirpe microbiana R. opacus foi fornecida pela Colecdo Brasileira de
microrganismo de Ambiente e Indlstria (CBMAI) de Campinas, Sao Paulo. A R.
opacus foi subcultivada no meio de cultura YMA, a tabela 2 mostra 0s compostos
utilizados na preparacdo deste meio. O meio de cultura é esterilizado em uma
autoclave (Prismatec) durante 20 minutos em 1 atm de presséo.

Primeiramente a bactéria R. opacus foi cultivada em meio sélido (figura 5)
para que cresca e origine massas isoladas, visiveis, denominadas coldnias. Para se
obter o concentrado que ira ser usado nos experimentos de biossor¢ao € necessario
que apds a bactéria ser cultivada no meio sélido ser cultivada no meio liquido
(figura 6), que é feito da mesma maneira que o solido, exceto pela adicdo do
agente gelificante agar-agar. O meio liquido é feito para que se obtenha células

concentradas de R. opacus.

Figura 5: Cultivo da bactéria R. opacus em meio soélido. Fonte: ABBUD, 2011.
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Figura 6: Cultivo da bactéria R. opacus em meio liquido.

Tabela 2: Compostos utilizados no meio YMA.

YMA Meio Sélido Meio Liquido

10 g.L* Glicose

5g.L * Peptona

3 g.L™ Extrato de Malto
3g.L" Levedura
20g.L" Agar

ANENENENAN
ASANENEN

O crescimento da bactéria R. opacus foi realizado em fracos Erlenmeyer de
500 ml, contendo 250 ml de meio liquido, por um periodo de 72 horas a
temperatura de 30°C em uma incubadora shaker de bancada (CIENTEC CT-
712T) com velocidade de rotagdo de 175 rpm. Apds 0 crescimento, a Suspensao
celular foi centrifugada (figura 7) em uma centrifuga digital (CIENTEC CT 5000)
a velocidade de 4600 rpm durante 8 minutos em tubos de falcon de 50 mL. O
precipitado da centrifugacdo, constituido pelas células da R. opacus, foi lavado 3
vezes com agua deionizada para retirada de residuos do meio de cultura liquido. O
concentrado bacteriano foi homogeneizado com agua deionizada e colocada em
frasco de reagente graduado para ser levado a autoclave durante 20 minutos em 1
atm de pressdo, esse procedimento € realizado a fim de matar a R. opacus e assim
usa-la como biossorvente inativo para os ensaios de biossor¢do. A determinacgdo
do concentrado bacteriano foi realizada pelo método de Sélidos Suspenso Totais -
SST (peso seco), a amostra bacteriana, com volume especifico de 2 uL, foi
colocada em millipore de 0,45 um e filtrada, logo ap6s a amostra foi colocada em

uma estufa (ICAMO - Modelo 3 - Estufa para Esterilizagdo) a 60°C por duas
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horas e pesada em uma balanca de precisdo (Eletronic Balance FA-2104N -
BIOPRECISA).

Figura 7: R. opacus ap0s a centrifugacao.

4.1.1.
Caracterizacao da Biomassa

As técnicas para a caracterizacdo da R. opacus utilizadas foram a
determinacdo da carga global da superficie (potencial zeta), e a espectrometria de

infravermelho, ambas descritas a seguir.

4.11.1.
Medi¢cdes de Potencial Zeta

A determinacdo do potencial zeta em diferentes valores de pH permite a
obtencdo de curvas de potencial zeta e, consequentemente, a determinacdo do
ponto isoelétrico (PIE: logaritmo negativo da atividade da espécie determinadora
do potencial correspondente ao potencial zeta nulo, na presenca do eletrdlito
indiferente) e a avaliacdo da carga superficial das particulas em estudo (BUENO,
2003).

As medicdes de potencial zeta das células de R. opacus antes e apds o
contato com o composto organico tolueno foram realizados utilizando o
equipamento Zeta-Meter System 4.0 (figura 8) para diferentes valores de pH,
visando estudar o possivel mecanismo de biossor¢éo e a influéncia do tolueno nas

propriedades de superficie do microrganismo.
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Na determinacdo do ponto isoelétrico (PIE) das células de R. opacus,
diferentes medidas de potencial zeta foram realizadas, empregando-se como
eletrélito indiferente solucdes de NaCl de diferentes concentrages: 107, 10° e 10°
4.

Para determinacdo do potencial zeta da R. opacus, utilizou-se solucédo
contendo eletrolito indiferente e bactéria na concentracdo de 0,1 g/L. Ja para a
medicdo apos a interacdo bactéria-tolueno, foi utilizada uma solucéo contendo R.
opacus e tolueno nas respectivas concentraces de 0,1g/L e 0.05 mg/L,
juntamente com eletrélito indiferente NaCl 107

As leituras realizadas pelo aparelho foram geradas retirando-se amostras de
40 mL da solucdo mée de 500 mL, e introduzindo-as na célula de acrilico do Zeta-
Meter 4.0 (figura 9), para o ajuste do pH desejado foram utilizadas solucdes de
HCI ou NaOH.

Figura 8: Potencial Zeta-Meter 4.0 Fonte: Carlos Olivera.
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Figura 9: Célula de acrilico do Zeta-Meter 4.0.

4.1.1.2.
Espectrometria de Infravermelho

As analises de espectrometria de infravermelho da R. opacus foram
realizados no Laboratorio de Tecnologia Ambiental e Mineral da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro, utilizando o espectrofotbmetro de
infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) Nicolet 6700.

Para se obter o espectro de infravermelho deve-se preparar uma pastilha que
contenha 0,01g de amostra dos ensaios de biossorcdo secas, finamente
homogeneizadas, e 0,1g de KBr, esta mistura deve ser levada a uma prensa para
que se forme a pastilha translicida. Esta pastilha é levada entdo a um detector do
tipo sulfato de glicina deuterado (DTGS), obtendo-se assim, 0s espectros em

resolucdo 4 cm™ usando 120 varreduras.

4.2.
Experimentos de Biossorcao

Os experimentos de Biossorcdo foram realizados na Universidade do Estado
do Rio de Janeiro — UERJ.

Os fatores que afetam a taxa de adsorcdo e a capacidade de captacdo do
biossorvente foram examinados em escala de bancada. Todos o0s ensaios foram
realizados em tubos Falcon de 50 ml, empregando o volume de solugéo de tolueno
de 30 mL, velocidade de rotacdo 70 rpm em um agitador horizontal (figura 10)
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(Kline — Nova técnica), por 20 minutos (exceto para o tempo de contato) em
temperatura ambiente. Apds esse periodo foi realizada a centrifugacdo da solucéo
em uma centrifuga (Fanem — Excelsa 11) com 3850 rpm durante 30 minutos. O
sobrenadante foi retirado e colocado em um vial de 20 mL contendo apenas 10
mL de solucdo. Este vial foi lacrado por septo de teflon/silicone e uma tampa de
aluminio, levado ao cromatografo a gas (BRUKER - scion- 456- CG), acoplado a
espectrometria de massas CG-MS com amostrado automatico Headspace estatico

(CAMBIPAL), para realizacdo da quantificacdo e identificacdo do tolueno

presente apos o teste de biossor¢ao.

Figura 10: Amostras no agitador horizontal (Kline — Nova técnica).

Para elucidar as melhores condi¢fes do processo de biossorcdo para a
concentracdo de 1 mg/L, as varidveis escolhidas para determinar as condicgdes

Otimas foram: tempo de contato; concentracdo da bactéria; e pH.

4.2.1.
Preparo das Solu¢des Contendo Tolueno

As solucdes de tolueno foram preparadas a partir de uma solugdo mée de
500 mg/L de tolueno, de onde foram retiradas solu¢fes 1 mg/L para preparar 0s
testes de adsorcéo, estas feitas em duplicatas. Foi utilizado tolueno Vetec, 99,5%

de pureza.
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4.2.2.
Curva de Calibracéao

Para realizagdo da curva de calibracdo do tolueno foram preparadas
concentragdes: 0,10 -0,15-0,25-0,4-0,6-0,8-1-2-3-4 -5 mg/L a partir da
solucdo mée. A curva foi avaliada com base no coeficiente de determinagéo (r?).
A equacdo de regressio foi obtida empregando o programa Microsoft Excel®.

A quantificacdo e validagdo da curva foram realizadas no cromatografo a
gas acoplado a espectrometria de massas CG-MS (BRUKER - scion — 456 - CG)
com amostrado automatico Headspace estatico (CAMBIPAL). A solucdo foi
colocada em um vial de 20 mL contendo apenas 10 mL de solug&o, este vial foi
lacrado por septo de teflon/silicone e uma tampa de aluminio.

A determinacdo da faixa de calibracdo de tolueno nas solucbes padrdes foi
motivada pelo relatorio feito para caracterizar o efluente gerado pela Plataforma
Curimd (PCR-1), localizada na Bacia do Ceara, onde os compostos organicos
BTEX representaram 97% dos compostos organicos presente no efluente e, o
valor encontrado para tolueno foi de 5712 mg/L. J& o valor minimo utilizado foi
escolhido devido a sensibilidade do aparelho de cromatografia. Segundo Lima
(2010) & agua de producéo tratada possui 0,4 mg/L de tolueno, um valor acima do
permitido pelo COMANA 357/2005 para aguas doces de classe Il e para aguas
salobras de classe 11, 0,002 mg/L e 0,215 mg/L, respectivamente. 1 mg/L foi um
valor intermediario escolhido.

O objetivo foi trabalhar com solucBes que representem o valor encontrado

em um efluente sem tratamento e um efluente com tratamento.

4.2.3.
Efeito do Tempo de Contato

O efeito do tempo de contato entre a biomassa e a solu¢do contendo tolueno
foi estudada a fim de conhecer o tempo de residéncia necessario para obter a
melhor remocéo de tolueno pela R. opacus.

Para isso foram coletadas amostras em diferentes intervalos de tempo até
verificar-se se foi atingido o equilibrio. O valor do pH, concentracdo da biomassa,
concentragéo inicial de tolueno mantem-se constantes e sao apresentados na tabela
3.
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Tabela 3: CondicGes empregadas para a determinacdo do efeito do tempo de contato no
processo de biossorcéo.

Parametros

Tempo de contato (min) 10, 15, 20, 40, 60, 120, 180
Volume da solugé@o com tolueno 30 mL
Concentragéo inicial da biomassa 1 g/L
Concentracéo inicial do tolueno 1mg/L

pH 6,0

4.2.4.
Efeito da Concentracdo da Biomassa

O efeito da concentracdo da biomassa foi estudado para conhecer a
concentracdo adequada de R. opacus para obter-se a méxima remocéo de tolueno.
Para isso foram realizados os ensaios com diferentes concentragcbes de
biossorvente, empregando o valor de tempo em que se obteve melhor eficiéncia
no ensaio apresentado anteriormente. Na tabela 4 estdo apresentadas as condigdes

experimentais empregadas.

Tabela 4: Condi¢cdes empregadas para determinagdo da concentracdo da biomassa no
processo de biossorcéo.

Parametros

Tempo de contato (min) 20

Volume da solucédo com tolueno 30 mL

Concentracéo inicial da biomassa 1g/L,1509/L,29/L,25¢g/L
Concentracéo inicial do poluente 1 mg/L

pH 6

4.2.5.

Efeito do pH

Para determinacdo do efeito do pH no processo de biossor¢do de tolueno
pela R. opacus, ajustou-se o pH da solucdo para uma faixa de 2 a 11, para tal
foram empregadas solugdes NaOH ou HCI. Na tabela 5 estdo apresentadas as
condigdes experimentais empregadas, utilizando-se as melhores condigbes do

tempo de contato e variagdo da biomassa.
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Tabela 5: Condicbes empregadas para determinacdo do efeito do pH no processo de
biossorc¢éo.

Pardmetros

Tempo de contato (min) 20

Volume da solugé@o com tolueno 30 mL

Concentracdo inicial da biomassa 2,5g/L

Concentracéo inicial do poluente 1 mg/L

pH 2,3,4,5,6,7,8,910,11
4.3.

CondicGes Cromatograficas

A quantificacdo e identificagdo do tolueno foram realizadas em um
cromatografo a gas CG, acoplado a um espectrometro de massas (BRUKER —
scion - 456 - CG) com amostrador automatico Headspace estatico (CAMBIPAL)
(figura 11). As amostras foram introduzidas no injetor através do sistema Split
(1:10) a 150 °C utilizando gas de arraste hélio (0,5 mL min™). A separacdo foi
feita com uma coluna BR-5ms (30 cm, 0,25 mm, 0,25 micrometro), tempo de
analise 8 minutos. O volume injetado no headspace estatico foi de 1mL,

temperatura da seringa 100°C, tempo de agitacdo 8 min e temperatura de agitacdo

60 °C. Tempo de retencao do tolueno 1,9 minutos.

Figura 11: Cromatdgrafo a gads CG, acoplado a um espectrometro de massas com
amostrador automético Headspace estatico.
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4.4.
Isotermas de Adsorcgéao

Para obtencdo das isotermas de adsorcdo serdo realizados ensaios de
adsor¢cdo com a concentracdo estabelecida nos experimentos de biossorcao,
variando as concentracdes iniciais de Tolueno de 0,6 a5 mg.L™. O pH da solucéo
é ajustado para 6 com soluces de HCI e NaOH. Os ensaios sdo realizados em
tubos Falcon de 50 ml, empregando o volume de solugdo de tolueno de 30 mL,
velocidade de rotacdo 70 rpm em um agitador horizontal (Kline — Nova técnica)
por 20 minutos. Apos esse periodo é realizada a centrifugacéo da solugcdo em uma
centrifuga (Fanem — Excelsa II) com 3850 rpm durante 30 minutos. O
sobrenadante ¢é retirado e colocado em um vial de 20 mL contendo apenas 10 mL
de solucdo. Este vial é lacrado por septo de teflon/silicone e uma tampa de
aluminio, levado ao cromatografo a gas (BRUKER — scion- 456- CG), acoplado a
espectrometria de massas CG-MS com amostrado automatico Headspace estatico
(CAMBIPAL), para realizagdo da quantificacdo e identificagdo do tolueno
presente apos o teste de biossorcao.

Serdo avaliados os modelos das isotermas nas formas lineares de Langmuir

e Freundlich.
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5

Resultados e discussao

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos ao decorrer da
pesquisa, referentes a caracterizada da biomassa antes e apds a interacdo com

tolueno e os estudos de biossorcdo para 1mg/L.

5.1.
Caracterizagcdo da Bactéria

5.1.1.
Estudos do Potencial Zeta

Com a finalidade de avaliar a possivel variagdo nas propriedades
eletrocinéticas da R. opacus em contato com o tolueno, foram efetuadas medidas
do potencial zeta antes e apds a interacdo bactéria-tolueno. Antes da interacdo
com tolueno, foram usadas trés concentracdes de NaCl como eletrolito indiferente
(figura 12).

-10

Potencial Zeta (mv)

-15

-20
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=i=0,01 =—=6=0,001 0,0001

Figura 12: Diferentes concentracbes NaCl (eletrdlito indiferente)lO'z, 10%, 10" M.
Concentracdo da biomassa 0,1g/L.
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A figura 12 apresenta os valores experimentais do potencial zeta da R.
opacus em funcéo da concentracdo do pH e da concentracdo de NaCl. As curvas
passam pelo mesmo ponto isoelétrico, em torno de 2,4 (MONTE e PERES, 2004).

0 . .

-10

-20

Potencial Zeta (mv)
&

0 1 2 3 4 5 6 7 8

=l—R. opacus =#=R. opacus + Tolueno

Figura 13: Curvas do Potencial Zeta antes e apds a interagdo com tolueno.
Concentracéo de NacCl 10 M, biomassa 0,1 g/L e tolueno 0,05 mg/L.

A figura 13 mostra as curvas de potencial zeta antes e apds a biossorcdo de
tolueno para faixa de pH de 2 a 7. Estes resultados mostram que o0 ponto
isoelétrico da bactéria é em torno de 2,4. Embora este valor ndo esteja semelhante
a outros trabalhos que encontram o ponto isoelétrico em torno de 2,8 (BUENO,
2003; MERMA, 2012), essa diferenca pode ocorrer relacionada a fatores como
cultivo da estirpe microbiana ou sua procedéncia, que foi mencionada
anteriormente na secdo 4.2. (MERMA, 2008). Pode-se observar também que a
interacdo do tolueno com a bactéria modificou o perfil da curva do potencial zeta,
tornando a carga superficial da R. opacus negativa em todos os valores de pH, este
resultado indica que houve uma possivel interacdo entre o tolueno e os sitios
ativos da bactéria, ja que a carga superficial bacteriana sofre grande influéncia dos
grupos funcionais que constituem sua parede (VENEU, 2011). Dentre os pH
estudados ndo foi possivel observar o ponto isoelétrico ap6s a interagdo com

tolueno.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1312984/CA


PUC-RiIo - Certificagéo Digital N° 1312984/CA

49

O aumento do pH faz com que a carga superficial da R. opacus adquirira
carga mais negativa, 0 mesmo ocorre ap6s a interacdo da R. opacus com 0
tolueno, porém com o decaimento menos acentuado, mostrando que as curvas
possuem um comportamento semelhante entre si.

Segundo Gongalves (2014) na parede da R. opacus 0s grupos funcionais que
aparecem em maior quantidade sdo os -OH e C-H. A formacdo de cargas
superficiais negativas ap6s a interacdo com o tolueno pode ter ocorrido devido a
dissociacdo dos grupos de hidroxilos presentes na R. opacus (CHAVES, 1999;
RAIJ, 1973). A dissociac¢do dos grupos funcionais depende do pH, com o aumento
do pH h& uma maior dissociacdo desses grupos, como carboxilas e hidroxilos,
tornando a carga mais negativa em valores de pH basicos, o que pode ser
observado na figura 13 (SELATNNIA, 2004).

5.1.2.
Espectrometria de Infravermelho

As analises em espectro de infravermelho tém como objetivo detectar
grupos funcionais presentes na parede da biomassa, 0s grupos detectados podem
estar disponiveis e possivelmente envolvidos no processo de biossorcdo do
tolueno. O espectro foi obtido entre 500 e 4000 cm™ com a biomassa R. opacus,

caracterizando suas principais bandas. A figura 14 apresenta 0s possiveis grupos.
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Figura 14: Principais bandas presentes na biomassa.
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Tabela 6: Possiveis grupos funcionais encontrados na R. opacus. Fonte: BUENO, 2007.

Grupos Funcionais Amostras cm’
-OH 3295

C-H 2920

C-H 2851

Grupo Amida | 1654

Grupo Amida Il 1543

C-N 1458

C=0 1400

P=0 1250-1220
C-0 1064

A banda larga localizada entre 3500 cm™ e 3292 cm™ pode ser atribuida a
presenca do grupo -OH presentes na maioria nas proteinas, acidos graxos,
carboidratos (STUARD, 2004; ASHKENAZY et al., 1997). As regides proximas
22920 cm™ e 2851 cm™ podem ser avaliadas como vibracdes do radical C-H, ja a
regido 1654 cm™ e 1543 cm™ pode ser associada a grupos de Amida | e Amida I1
respectivamente (YUN et al., 2001). As bandas para regido 1458 cm™ sdo
associadas ao grupo C-N, indicando fracdes de proteinas. A banda de absor¢do
que ocorre 1400 cm™ é atribuida ao grupo C=0 e COO’ e, a de 1250 cm™ e 1220
atribuidas aos grupos P=0O (KAPOOR e VIRARAGHAVAN, 1997). A banda
vibracional que ocorre no pico 1064 cm™ sdo correspondentes ao grupo C-O.

Os grupos funcionais identificados acima estdo de acordo com estruturas
celulares descritas em bactérias gram-positivas, caracterizando a presenca de

proteinas, peptideoglicano, acidos teidicos e foslipideos (SILVAS, 2010).

5.2.
Estudos de Biossorcao

5.2.1.
Curva da Calibracéao

Foi realizada curva de calibragéo para o tolueno (figura 15), que apresentou
um comportamento linear para a faixa de concentracdo de 0,10 a 5 ppm, com
coeficiente de correlacdo (R?) 0,9814, demonstrando uma boa relacdo de

linearidade entre a concentracéo e o sinal analitico.
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Figura 15: Curva de calibracdo para faixa 0,10 a 5 mg\L.

5.2.2.

Efeito do Tempo de Contato

51

O primeiro experimento realizado foi o do tempo de contato, com o objetivo

de verificar a influéncia do tempo de contato sobre a capacidade de adsor¢édo da R.

opacus.

A figura 16 mostra os resultados adquirido para a concentracdo de 1 mg/L

de tolueno.
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Figura 16: Curva de remocéo de tolueno versus tempo em minutos. Com a concentragéo
inicial de biomassa 1g/L. Concentracéo de tolueno 1 mg/L e pH 6.
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Observa-se que na figura 16 que as porcentagens de remocgédo de tolueno
pela R. opacus apresenta aumento consideraveis até 20 minutos, logo apds esse
tempo ndo houve um aumento significativo, por este motivo o tempo de 20
minutos foi escolhido como étimo. Nos primeiros 10 minutos houve um grande
acréscimo na remogdo, segundo Srivastava (2005) este comportamento ocorre no
inicio, pois ha uma grande quantidade de sitios vazios para que ocorra a adsorcao,
com o decorrer do tempo, 0 ndmero de sitios ativos diminui. Embora nos
primeiros 5 minutos ainda exista uma grande quantidade de sitios vazios, esse
intervalo de tempo ndo foi suficiente para ocorrer uma boa remogdo. Um
comportamento parecido ocorre na Biossor¢do do Corante azul 5G (Blue 5G dye)
no bagaco de laranja (FIORENTIN et al., 2010).

5.2.3.
Efeito da Concentracdo da Biomassa

O efeito da concentracdo de biossorvente na taxa inicial de captacdo do
tolueno é mostrada na figura 17. A concentracéo foi variada de 1 a 2,5 g.L™ para

determinar o efeito da concentracdo do microrganismo na taxa inicial de sorcéo.
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Figura 17: Efeito da concentracdo da biomassa. Concentracédo de tolueno 1 mg/L, tempo
de contato 20 minutos e pH da solucéo 6.

Observa-se que houve um crescimento significativo ao longo da curva, e
que com o aumento da concentracdo da biomassa a remocao foi maior, em torno

de 82% para 2,5 g.L ™, esse valor pode ser atribuido ao aumento da 4rea superficial


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1312984/CA


PUC-RiIo - Certificagéo Digital N° 1312984/CA

53

e 0 aumento de sitios livres. Sendo a éarea superficial uma das principais
caracteristicas que afeta a capacidade adsortiva de um determinado adsorvente
(SOARES, 2003). A figura 17 ainda mostra que existe um possivel aumento na
remocao de tolueno, ja que ndo ocorreu o alcance do equilibrio dentro da variacao
da biomassa estudada.

Em estudo realizado para avaliar a remoc¢éo de Pb (1I) e Cr (Ill) pela R.
opacus, observou-se que a maior remoc&o ocorreu com a concentragdo 1g.L™, em
torno de 80%, logo apds houve um decaimento da curva de remocao,
demonstrando que para esses metais é necessaria uma concentragdo menor de
bactéria, ou seja, uma menor area superficial para atingir 0 mesmo grau de
remocao (BUENO, 2003).

5.2.4.
Efeito do pH

O pH mostra-se um parametro muito importante no processo de biossorcao
(ATKINSON et al., 1998). Sua influéncia vai depender das caracteristicas da
superficie do adsorvente, como relatado na sec¢éo 3.2.2.2.

Verificou-se que a remocdo de tolueno pela R. opacus néo sofreu influéncia

do pH, conforme mostra o grafico da figura 18.
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Figura 18: Efeito do pH na remoc&o de tolueno. Tempo de contato 20 minutos,
concentracdo da biomassa 2,5 g/L e concentracéo de tolueno 1mg/L.
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Sharma e Bhattacharyya (2005) relataram, ao estudar o efeito do pH em
biossorcdo de corantes, que a capacidade de remocao se mantem constante com a
variacdo de pH quando o mecanismo de interacdo eletrostatica entre as moléculas
do corante e os sitios ativos do adsorvente é fraco ou inexistente. Sugerindo uma
possivel adsorcdo envolvendo outro mecanismo de biossorcdo, j& que cada um
desses mecanismos ndo depende do pH da mesma maneira (LJUPKOVIC et al.,
2011,

Um comportamento semelhante foi descrito na remocéao do corante azul de
Metileno sobre zedlitas sintetizadas a partir de cinzas de carvao na faixa de 2 a 11
e também na adsorcdo do corante azul de metileno sobre residuo de biogas na
faixa de 4 a 10,5 (BRUNO, 2008; NAMASIVAYAM e YAMUNA, 1994).

Ja na remocdo de BTEX realizada com a semente de Moringa oleifera,
ocorreu influéncia do pH na remocéo de tolueno, uma maior remogao ocorreu no
pH 7, préximo ao ponto isoelétrico da biomassa, caracterizado entre 7,08 e 8,13.
Proximo ao ponto isoelétrico ha uma maior interacdo eletrostatica entre 0s grupos
carregados e interacdes minima com a agua, ocorrendo, portanto, maior adsorcao.
Para valores de pH elevados ou menores que o ponto de carga zero, as proteinas
presentes na superficie celular da Moringa oleifera apresentam, cargas elétricas
positivas e negativas respectivamente, e as moléculas de agua podem interagir
com estas cargas, diminuindo a adsorcdo (ALMEIDA, 2004).

Como relatado na secéo 3.4.2.2, o tipo de biossorvente pode influenciar na
biossor¢do, em funcédo do tipo e posi¢do dos grupos funcionais (MELLAH et al.,
1997; BARROS, 2001).

Levando em consideracdo os dados apontados, uma vez que o pH nao
influencia o processo de biossorcdo, pode-se levantar a possibilidade de realizacdo
de tratamento de um efluente contaminado contendo néo s6 tolueno, como algum
outro metal também tratavel através da utilizacdo da R. opacus. A determinacdo
do pH utilizado para realizacdo do processo se apoiaria nos parametros definidos
para adsor¢do do metal, j& que para adsorcdo do tolueno qualquer pH utilizado

acarretaria na mesma eficiéncia.
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5.3
Isotermas de adsorcgéo

As isotermas de adsorcdo descrevem a relacdo entre a quantidade de
adsorvato removido pelo adsorvente Qe, € a concentracdo de adsorvato restante na
solucdo apoOs o sistema ter atingido o equilibrio. A quantidade adsorvida de
tolueno foi determinada utilizando a equacdo (1). E testadas nos modelos de

isoterma de Langmuir, Freundlich e Temkin.

(Co — Co) Equagio (1)
LA
mS

e

Na qual C, e C. sdo as concentracbes em (mg/L) no inicio e no final do
equilibrio respectivamente, ms representa a massa (g) do adsorvente e V o volume
(L) da solucéo tratada.

As condigdes experimentais utilizadas neste experimento foram: 2,5 g/L de
adsorvente foram agitadas a 70 rpm em um agitador horizontal (Kline — Nova
técnica) por 20 minutos com 0,03 L de solucdo de tolueno (pH 6), nas
concentragfes 0,6 a 5 mg/L a temperatura ambiente. Ap6s esse periodo foi
realizada a centrifugacdo da solu¢do em uma centrifuga (Fanem — Excelsa Il) com
3850 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante é retirado e colocado em um vial
de 20 mL contendo apenas 10 mL de solucdo. Este vial é lacrado por septo de
teflon/silicone e uma tampa de aluminio, levado ao cromatografo a gas (BRUKER
— scion- 456- CG), acoplado a espectrometria de massas CG-MS com amostrado
automatico Headspace estatico (CAMBIPAL).

A partir dos resultados das analises do cromatografo a gas, acoplado a
espectrometria de massas CG-MS com amostrado automatico Headspace estético,

pode-se calcular os valores de Q. e C. através da equacéo (1).

Tabela 7: Adsor¢do do Tolueno em contato R. opacus.

R. opacus(g/L) Co(mg.L?) C.(mg.L") Qe (mg.g") % removida
2,5 0,6 0,02 0,232 95,99
2,5 0,8 0,11 0,276 85,69
2,5 1 0,18 0,328 82,00
2,5 2 0,47 0,612 76,35
2,5 3 0,87 0,852 70,90
2,5 4 1,28 1,088 68,09
2,5 5 1,99 1,204 60,24
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A partir dos valores de C. versus Q. foi obtido a isoterma de adsorg¢éo do

Tolueno em contato com a R. opacus (figura 19).

1.4 +

Qe (mg/g)
o o o = =
=~ o ®o o N

o
N
L

o
o

Ce (mg/L)

Figura 19: Isoterma de adsorcao do Tolueno pela R. opacus; Concentracdo da Biomassa
2,5 g.L'l; tempo de contato de 20 minutos; pH 6.

A isoterma de adsorcdo do tolueno realizada na presenca de R. opacus nos
apresenta um comportamento favoravel para a faixa de concentragdo estudada,
0,6- 0,8- 1- 2- 3- 4- 5 mgl/L.

De acordo com McCABE (1993) o comportamento favoravel significa que a
massa do adsorvato retida por unidade de massa do adsorvente é alta para uma
baixa concentracdo de equilibrio do adsorvato na fase fluida. Giles e
colaboradores (1960) classificaram as isotermas de uma forma mais detalhada
baseado nas suas inclinacdes e curvas, 0 comportamento L descreve melhor a
inclinacdo indicando que, quando os sitios disponiveis vdo sendo preenchidos,
fica mais dificil para as espécies do adsorvato encontrarem um sitio vazio
(OLIVEIRA, 2011).

As linearizagdes das isotermas de adsor¢do do tolueno na presenca de R.
opacus foram realizadas para o0 modelo de Langmuir (figura 20), o modelo de

Freundlich (figura 21) e Temkin (figura 22) utilizando as equacbes 1, 5,9 e 8.
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Tabela 8: Constante de adsorcao do tolueno em contanto com a R. opacus.

Langmuir Freundlich Temkin
Qma(Mmglg) K(L/mg) R? | K{(L/mg) N R? b A(L/mg) R?
1,42 2,22 094 0,85 2,47 0,92 10861,7 54,0023 0,84
53.1
Langmuir

Observa-se na tabela 8 os valores obtidos pela isoterma do modelo de
Langmuir, os dados experimentais ajustam-se de forma razoavel a isoterma de
Langmuir, como pode ser observado pelo valor do coeficiente de correlagdo R?. O
valor Qnax obtido foi relativamente baixo, o que de acordo com a literatura indica
pouca capacidade de adsorcdo. Na figura 20 observa-se o grafico da isoterma de
Langmuir com a aplicacdo dos dados experimentais.

A isoterma de Langmuir apresenta uma caracteristica essencial, que € o fato
de poder ser expressa em uma constante adimensional, conhecido como fator de
separacdo ou parametro de equilibrio (R.), definido pela equacdo 15, onde sera
indicada a forma da isoterma e se 0 processo de sorcao é favoravel, desfavoravel,
linear ou irreversivel (ABBUD, 2010; OLIVEIRA, 2011).

R 1 Equacao (10)
1+ kC

Onde K ¢ a constante de Langmuir e Co é a concentracdo inicial do tolueno.
Este parametro ira indicar a forma da isoterma segundo a tabela 9. (Ho et al, 2003
apud ABBUD 2010).

Tabela 9: Valores do parametro de equilibrio.

Valores de R Tipos de isotermas
R.>1 Desfavoravel
R.=1 Linear

0<R <1 Favoravel

R.=0 Irreversivel
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Os valores de R para biossor¢do de Tolueno em contato com a R. opacus
foram calculados de acordo com a equagdo 15, a uma temperatura de 25°C e

foram apresentadas na tabela 8.

Tabela 10: Valores de R, ha biossorcdo de tolueno em contato com a R. opacus.

Temperatura °C Concentracao inicial (ppm)
25 06 08 1 2 3 4 5
Valores de R : 0,42 0,36 0,31 0,18 0,13 0,10 0,08

Como foi visto na tabela 9 os valores de R entre 0 e 1 sugerem uma
adsorcéo favoravel. Os valores de R das concentracdes de tolueno encontra-se na

faixa de 0 até 1, sendo assim uma adsorcao favoravel.

1.8 -
1.6 -
1.4 -
1.2 -

Ce/Qe
e

0.8 - 0
06 N ’

0.4 -
0.2 -

0 0.5 1 1.5 2 2.5
Ce (mg/L)

Figura 20: Linearizacdo da isoterma de Langmuir para tolueno na presenca de R.
opacus; pH 6, biomassa 2,5 g/L, tempo de 20 minutos.

5.3.2
Freundlich

Na tabela 8 observam-se os dados para os valores do modelo de
Freundlich, que apresentou também um valor razodvel para o coeficiente de
correlagdo R?, porém um valor menor que para 0 modelo de Langmuir. O valor da
constante N foi superior o valor da unidade, o que indica que o tolueno é

adsorvido de forma favoravel.
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Segundo Brinques (2005), que utilizou o leito de carvdo ativado para
realizar a adsorcdo de tolueno, a equacdo de Freundlich falha na representacédo de
dados de equilibrio a baixas concentracfes, pois ndo incorpora a lei de Henry, que
relaciona a solubilidade de gases em liquidos.

Na figura 21 observa-se o grafico da isoterma linearizada de Freundlich com
a aplicacdo dos dados experimentais.

0.1 -

0.1 -
0.2 -
0.3 -
0.4 -
0.5 -
0.6 -
-0.7 -

-0-8 T T T T 1
-2 -1.5 -1 -0.5 0 0.5

log Ce

log Qe

Figura 21: Linearizacdo da isoterma de Freundlich para tolueno na presenca de R.
opacus; pH 6, biomassa 2,5 g/L, tempo de 20 minutos.
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5.33
Temkin

Na figura 22 observa-se o grafico da isoterma linearizada de Temkin.

+

Qe (mmol.g-1)
o o o =
> o o O

o
N
1

o
o

In Ce

Figura 22: Linearizacdo da isoterma de Temkin para tolueno na presenca de R. opacus;
pH 6, biomassa 2,5 g/L, tempo de 20 minutos.

Embora os estudos realizados por Moura et al. (2011) e Vital et al. (2011)
sobre a adsorcdo de tolueno por organossilica modificada se ajustaram melhor a
isoterma de Temkin, os resultados obtidos nesta dissertagdo se correlacionaram
melhor com a isoterma de Langmuir, mesmo apresentando um baixo valor de
Qmax- Este resultado sugere uma adsorgédo reversivel, em monocamada, onde as
espécies adsorvidas interagem somente com um sitio e ndo entre si, a energia de
adsorcdo, que € a forca de ligacdo criada entre a superficie e a espécie adsorvida, é
a mesma em todos os sitios (REYNOLDS e RICHARDS, 1992; COONEY,
1999).

Nos trabalhos realizados por Hindarso et al. (2011) e Briques (2005) para
remogdo de tolueno, ambos utilizando leito de carvdo ativado, 0s autores
consideram que o modelo de Freundlich ndo descreveu adequadamente o
equilibrio a baixas concentragdes, assim como no presente trabalho.

Os resultados encontrados por Santos (2015) foram o0s que mais se
assemelharam aos resultados desta dissertacdo, onde foi utilizado casca de laranja
para adsorcdo de Etilbenzeno, tendo o modelo de Langmuir ajustado de melhor

forma aos dados experimentais, para as temperaturas de 250°C, 350 °C e 450°C.
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Nenhum outro trabalho foi encontrado na literatura que possuisse um
sistema semelhante a presente pesquisa, com sistema de biossor¢éo de tolueno em

fase aquosa em contato com um biossorvente.
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6
Conclusoes

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a remogéo de tolueno de
solugbes aquosas através do processo de biossorcdo utilizando bactéria
Rhodococcus opacus como biossorvente. O composto tolueno foi escolhido
devido a sua alta toxicidade, periculosidade a salde humana e ao meio
ambiente, além de sua presenca em diversos efluentes industriais, o que justifica
uma busca de meios alternativos mais eficientes para o tratamento de dguas em
que este se encontre presente.

Os estudos de potencial zeta mostram que o ponto isoelétrico da estirpe
analisada ficou entorno de 2,4. Para a interagéo entre a cepa R. opacus e o tolueno
ndo foi possivel caracterizar o ponto isoelétrico na faixa de pH estudada (2 a 11).

O estudo do tempo do processo biossorcdo apontou que com 20 minutos de
contato ha alta taxa de remocéo de tolueno. Verificou-se também que a interacdo
entre a biomassa e o tolueno € consideravelmente rapida nos primeiros minutos,
comecando uma estabilizacdo apds 20 minutos de contato, a partir deste momento
os sitios livres da bactéria comecam a ficar mais escassos e a estabilizacdo se
inicia.

O aumento na concentracdo da biomassa repercute em um aumento da taxa
de captacdo do tolueno através da biossorcdo, o que pode ser atribuido ao aumento
da area superficial e 0 aumento de sitios livres.

A capacidade de biossor¢do do tolueno pela R. opacus nédo € influenciada
pelo pH do meio, como os testes do referido pardmetro mostraram. Isto
possibilitaria seu uso eficiente no processo de biossorcao de uma outra substancia
de forma simultanea.

Os dados obtidos experimentalmente foram aplicados aos modelos das
isotermas de adsorcdo de Langmuir, Freundlich e Temkin, correlacionando
melhor com a isoterma de Langmuir. O parametro RL indicou um processo de
adsorcdo favoravel para a faixa de concentracdo utilizada nos ensaios.

Os resultados obtidos apontaram a R. opacus como um promissor
biossorvente para a remocdo de tolueno, principalmente para concentracdes

baixas, onde removeu 95,99 % e 85,69% das respectivas concentragdes de 0,6 e
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0,8 mg/L de tolueno, atendendo a resolucdo do CONAMA 357/2005 para aguas
salobras de Classe I.
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