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4
Materiais e métodos

41.
Condigoes de cultivo do microrganismo e obtengao do biossorvente

O microrganismo empregado neste trabalho foi uma espécie microbiana
obtida da Colecao de Culturas da Fundagao Tropical de Pesquisas e Tecnologia
ANDRE TOSELLO — S3o Paulo.

A propagacao das células foi realizada em frascos Erlenmeyer de 500 mL,
empregando-se um meio de cultura com a seguinte composicgao: glicose,10 g/L;
NaCl, 5 g/L; MgSOQO,, 0,2 g/L; KH,POy4, 1 g/L; (NH4).SO,4 5 g/L, com valor de pH
7,0 a temperatura constante de 27 °C por 48 horas em uma incubadora com
plataforma de agitagao horizontal Nova técnica CT 712, com uma velocidade de

agitacédo de 150 rpm.

Apods do crescimento, a cultura foi centrifugada a uma velocidade de 3000
RPM e o material solido obtido foi submetido a lavagem com agua deionizada e
suspenso numa solugao de 1,0 % de NaCl (Mesquita, 2000) e usados nos
ensaios de biossorgcéo apos esterilizagcdo a 120°C durante 20 minutos depois de

atingir uma pressao de 1 atm.

41.1.
Coloracao de Gram

Esta técnica foi desenvolvida em 1884 pelo médico dinamarqués Hans
Christian Joachim Gram (1853-1938) na qual é empregada na visualizagdo e

diferencacao de bactérias.

O método de coloracdo de Gram é baseado na capacidade da parede
celular das bactérias Gram-positivas de reterem o corante violeta genciana
durante um tratamento com lugol (iodo), enquanto que a parede celular das

bactérias Gram-negativas nao faz.
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Colocou-se sobre uma lamina de microscopio uma pequena quantidade de
microrganismo. Deixou-se o material secar e, em seguida, fixou-se com calor,
empregando uma lamparina. Depois foi gotejado corante violeta genciana sobre
a lamina e esperou-se durante um minuto. Imediatamente depois, a l[amina foi
enxaguada com agua para remover o excesso de corante. Subsequentemente,
aplicou-se lugol, cobrindo toda a amostra por 30 segundos, novamente a lamina

foi submetida a um enxagule para eliminar o excesso de fixador.

O seguinte passo consistiu em despejar algumas gotas de alcool para
remover a violeta genciana das bactérias Gram-negativas, caso sejam Gram
negativas. Novamente se enxaguou com agua O excesso de solvente e

finalmente se aplicou corante fucsina.

Apo6s deste procedimento aplicou-se 6leo de imersao na lamina e observou-se a

coloragao das bactérias ao microscépio.

4.2.
Preparo das solugdes de cadmio e zinco

Os sais de cadmio e zinco empregados para o preparo das solugdes foram

CdSO4 e ZnSO,, fornecido pela Sigma.

As solucdes metalicas foram preparadas através da dissolucido desses
sais em agua deionizada, a fim de se obter as diferentes concentragdes iniciais

empregadas ao longo deste trabalho.

A agua deionizada empregada para realizar as diluicdes dos sais foi
testada para se quantificar a concentragdo de cadmio e zinco existente. A

dosagem foi realizada através da técnica de absorg¢ao atémica de chama.

4.3.
Experimentos de biossor¢ao em batelada

Todos os estudos foram feitos por duplicatas tendo em conta o desvio

estandar.
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4.3.1.
Influéncia do pH no processo de biossorcao

Foram realizados ensaios para se determinar a influéncia do pH no
processo de biossor¢ao. Um volume de 100 mL de solugdo metalica foi mantido
em contato com o biossorvente por 12 h a uma velocidade de rotacdo de 175
rom em uma plataforma de rotagcdo horizontal (Nova técnica CT 712) e a
temperatura de 25 °C. O pH do meio foi medido e ajustado para situar-se na
faixa desejada. Este ajuste foi feito empregando-se solugées de NaOH 1M e/ou
HCI 0,1N. A solugéo a ser analisada foi separada por filtragdo, empregando-se
um filtro com membrana Millipore de 0,45 um de diadmetro de poro (Schleicher &
Schuell). As amostras foram acidificadas com uma solugéo de HCI 0,1N para sua
preservacéo e posterior analise da concentracao residual do metal pelo método
de espectrofotometria de absorgao atémica. Na Tabela 9 sdo apresentadas as

condi¢des experimentais empregadas nos testes.

Tabela 1. Condi¢gdes empregadas para a determinagéo da influencia do pH no processo.

Parametro cd* Zn*

Vol. solugédo metal (mL) 100 100
Concentracao inicial metal (ppm) 20 20
Concentracdo biomassa (g/L) 2 2

Agitagao (rpm) 175 175
Temperatura (°C) 2542 25+2

pH 2,0; 4,0;6,0;7,0;8,0e 10 | 2,0;4,0;6,0;7,0; 80e 10
Tempo (h) 12 12

4.3.2.

Isotermas de adsorgao

Os ensaios para a realizacdo das isotermas foram similares aos do item

4.3.1. As concentragdes iniciais dos ions metalicos foram variadas entre 15 e 90

ppm para Cd** e 5 e 70 ppm para Zn?*. O valor de pH empregado foi obtido do

ensaio anterior.

Na Tabela 10 sao apresentados os valores experimentais adotados para

cada um dos parametros.
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Parametro cd* Zn*
Concentracao biomassa (g/L) 2 2
Concentracéo inicial metal (ppm) 15,30,45,60,70 e 90 5,10,15,20,25,30,60 e 70
Vol. Solugao metal (mL) 100 100
Agitacao (rpm) 175 175
Tempo (h) 12 12
Temperatura (°C) 25 25

4.3.3.

Determinacgao do tempo de equilibrio

Foram realizados ensaios para determinar o tempo de contato necessario

para atingir o equilibrio.

Um volume de 100 mL de solugdo metalica com concentragdes de 15 ppm

de cadmio e 5 ppm de zinco, concentragdo de biomassa de 2 g/L, foi mantido a

uma velocidade de rotacdo de 175 rpm em uma plataforma de agitagao

horizontal (Nova técnica CT 712) e a temperatura de 25 + 2°C.

O valor de pH empregado para a determinagao do tempo de equilibrio foi

obtido do ensaio apresentado na seccdo 4.3.1. Este foi medido e ajustado

empregando soluc¢des de NaOH 1N e 0,1 N e/ou HCI 0,1N.

Para diferentes tempos de contato foram coletadas amostras, verificando

se foi atingido o equilibrio (Ramirez,2005). Na Tabela 11 estdo apresentadas as

condigbes experimentais empregadas.

Tabela 3. Condigbes empregadas na determinagéo do tempo de equilibrio

Parametro cd* Zn*
Concentracao metal (ppm) 15 5
Concentragao Biomassa (g/L) 2 2
Vol. Solugao metalica (mL) 100 100
Agitacao (rpm) 175 175
Temperatura (°C) 25+2 25+2
Tempo (min) 5,10,15,20,30,60,120,180 | 5,10,15,20,30,60,180
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Experimentos de Bioflotagao

Os ensaios de bioflotacdo foram realizados em uma coluna acrilica de

flotacdo por ar disperso, de didametro interno igual a 5,7 cm e comprimento 95

cm; com uma capacidade maxima de 1,3 litros e temperatura 25 + 2°C.

O ar empregado para a flotagao foi obtido mediante um compressor. Para
a geracado das bolhas empregou-se uma placa de vidro sinterizada e porosa

(porosidade 4; 10-15 um). A vazao de ar foi medida através de um rotametro.

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

maxima percentagem de remocgéo fixando as propriedades aquosas obtidas dos

ensaios de biossorcao, as condicdes encontram-se na Tabela 12.

Tabela 4. Condi¢des para avaliar a velocidade de flotagéo

Parametro cd*
Concentracado metalica (ppm) 15
Concentracdo biomassa (g/L) 2
Vol. Solugéo metal (L) 1,3
Tempo (min) 2,5,10,15, 20 e 30
Temperatura (°C) 2542

Posteriormente avaliou-se a vazéo de ar em funcdo da percentagem de

remocao da espécie metalica.

Tabela.5. Condig¢des para avaliar a influéncia da vazao de ar na remogao.

Parametro cd*
Concentracao metalica (ppm) 15
Concentracao biomassa (g/L) 2
Vol. Solugdo metal (L) 1,3
Vazdo cm’/s 2,58
Temperatura (°C) 25
pH 7,0
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4.5.
Quantificagoes

As seguintes quantificagdes foram feitas para avaliar as diferentes
caracteristicas do microrganismo e caracterizar o processo da forma mais

adequada.

451.
Biomassa

A biomassa foi quantificada através do método de peso seco. Inicialmente
foi retirado um volume de 4 mL de suspenséo, que foi levado a peso constante
numa estufa a temperatura de 50 °C durante 36 horas. A concentracdo de

biomassa (g/L) foi determinada com base no peso obtido.

4.5.2.
Avaliagcao da morfologia das particulas biossorventes

Foi avaliada a morfologia das particulas antes e depois do processo sortivo
mediante um microscopio eletrénico de varredura (MEV) acoplada ao EDS antes
e depois de carregar o biossorvente com as diferentes espécies metalicas para

analisar qualitativamente o fenédmeno biossortivo (Huaman, 2005).

Este equipamento gera imagens em branco e preto, com aumento até
2x10° vezes da morfologia externa de uma amostra sob condicdes de vacuo. A
incidéncia do feixe de elétrons sobre a superficie da amostra promove a emissao
de elétrons secundarios retroespalhados e absorvidos assim como de raios X

caracteristicos.

Ao MEV pode ser acoplado um sistema EDS (Energy Dispersive System) o
qual possibilita a determinacdo da composi¢ao qualitativa e semi-qualitativa das
amostras a partir da emissao de raios X caracteristicos, sendo o limite de

deteccao da ordem de 0,5%.

As amostras que ndo sao condutoras de corrente elétrica para serem
analisados no MEV/EDS devem ser previamente metalizadas. A metalizagao
consiste na precipitagdo a vacuo de uma pelicula micrométrica de um material
condutor (ouro) sobre a superficie da amostra, possibilitando a condugdo da

corrente elétrica.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0321561/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0321561/CB

59

As amostras analisadas foram retiradas no inicio e no final do processo de
sor¢ao, para uma concentracdo inicial de 90 e 70 ppm de cadmio e zinco,
respectivamente, foram empregadas as amostras contendo a maior
concentragao metalica para facilitar a determinacdo dos metais, uma vez que a
sensibilidade da técnica é baixa. Posteriormente as amostras foram secadas
durante 24 h a uma temperatura de 30 °C e finalmente metalizadas. As analises
de MEV/EDS foram feitas no microscépio eletrénico Digital Scaning Microscope
DSN 960 Zeiss.

4.5.3.
Medidas de potencial Zeta

Os valores dos potenciais Zeta da biomassa sem metal e da biomassa
carregada foram quantificados usando um equipamento denominado Zeta Meter
System 3.0 da Zeta-Meter INC. para os diferentes valores de pH. Este
equipamento mede a mobilidade eletroforética das particulas. Os valores do
potencial zeta sdo obtidos mediante a equacdo de Smoluchowiski tendo o valor
da atividade eletroforética através de um programa computacional integrado ao

aparelho (Mesquita, 2000).

Abaixo é apresentada a equagao de Smoluchowiski.

411y,
"= -E, (11)

t

VA

Onde:

E..: Mobilidade eletroforética.

V¢ Viscosidade do liquido suspendido (poises) a temperatura ambiente.
D:: Constante dielétrica

Z,: Voltagem em unidades eletrostaticas.

Z,=113000-E, (12)

Y
Dt

Nesta determinacao se verificou a carga superficial do microrganismo e a

influéncia de cada metal na carga superficial deste depois do processo sortivo.
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A cultura de R. opacus, foi centrifugado por um periodo de 15 minutos
lavado sucessivamente com uma solugéo ao 1% de NaCl e suspenso em agua.
Apds, preparou-se solugdes com um volume de 100 ml, com uma concentracao
do microrganismo de 2x10° gr/L. Ajustou-se o pH numa faixa de 1,5 a 9 ,
empregando HCI 0,1 N e 1IN e NaOH 0,1N e 1N. Posteriormente, foram
realizados ensaios para avaliar a influéncia da interacdo entre as células de R.

opacus e as diferentes solucbes metalicas.

45.4.
Cadmio e zinco

As amostras preparadas com sais de cadmio e zinco para trabalhar nesta
pesquisa foram dosadas através do método de espectrofotometria de absorgao

atdbmica em um equipamento Perkin Elmer.

4.5.5.
Captacao

A captacéo foi calculada segundo a equacgao (6)

q= V'(Ci _Ceq)
M

Onde:
q: Captacao do metal (mg metal/g biossorvente).
Ci Concentracao inicial de metal (mg/L).
Ceq: Concentracao final de metal (ou de equilibrio mg/L).
V: Volume da solucdo do metal (L).
M: Massa do biossorvente (g).
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