BIOSORGAO NO TRATAMENTO FINAL DE EFLUENTES RICOS EM
CROMIO
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RESUMO

O objectivo deste trabalho é a defini¢do e o desenvolvimento de um sistema
de biosorgdo, alternativo e economicamente competitivo com os processos
fisico-quimicos classicos de remocido de metais pesados em solugdes
aquosas pouco concentradas. Com base na capacidade de alguns
microorganismos, mortos ou vivos, concentrarem metais pesados, procedeu-
se ao estudo da aplicagcdo de sistemas de biosorgdo na remediacdo de
solugbes aquosas de croémio hexavalente. Realizaram-se estudos
comparativos de limite de toxicidade de diferentes ides metélicos em relagdo
a diferentes bactérias. Fez-se a adaptagdo de algumas dessas bactérias a
meios sucessivamente mais ricos em Cr (VI) e caracterizou-se a respectiva
capacidade de redugdo da forma hexavalente a forma trivalente. Procedeu-
se ao isolamento de um consoércio de microorganismos presentes em lamas
de ETAR's receptoras de efluentes ricos em crémio e repetiram-se os
ensaios anteriores para efeitos comparativos. As bactérias mais resistentes
ao meio xenobidtico e mais eficazes na remogdo do ido metdlico foram
suportadas em carvio activado granular, GAC. A capacidade de adsorgao
do suporte também foi caracterizada pois, se bem que o GAC nao seja
vulgarmente utilizado na remocdo de metais pesados, € um excelente
suporte para o biofilme e certamente tera alguma responsabilidade na
retengdo do cromio.
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INTRODUGAO

Na regido onde se encontra sediada a nossa instituicdo existem muitas
pequenas e médias unidades industriais da area da galvanoplastia
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e acabamentos metalicos, da area do tratamento de curtumes e ainda outras
de actividades diversas que utilizam compostos de cromio no seu processo.
A presenca de cromio, nos diferentes estados de oxidacdo, e de outros
metais pesados nos efluentes liquidos destas industrias, assim como nos
lixiviados das lixeiras municipais e nos lixiviados de instalagbes mineiras
constitui ainda um dos problemas graves que se colocam em termos de
proteccéo ambiental.

Algumas destas unidades tentam cumprir a legislagdo nacional no que
respeita & concentragdo maximas de metais pesados nos seus efluentes
liquidos por recurso aos processos fisico-quimicos tradicionais (Mahajan,
1989) mas, se bem que estes sejam de elevada eficacia, tornam-se
especialmente onerosos quando aplicados ao tratamento de efluentes com
baixas concentragcbes metalicas, da ordem de poucas dezenas de mg.I"
(Eckenfelder, 1989).

Tendo sido reconhecida a capacidade de alguns microorganismos
concentrarem certos metais, considerou-se a biosorcdo, definida como o©
sequestro de ides metalicos por parte de materiais solidos de origem natural
(Volesky, 1986), como processo alternativo a remogéo de metais. Existem ja
em funcionamento alguns sistemas de biosor¢cdo que fazem a remogéo de
concentragfes baixas de alguns metais (Mattvschka e Straube, 1993). Os
microorganismos a utilizar podem estar metabolicamente inactivos (residuos
de industrias de fermentagdo) mantendo-se capazes de reterem os ides
metalicos (Tsezos, 1980).

Os mecanismos de acumuiag¢do dos metais dentro das células e nas suas
camadas externas foram recentemente revistos (Novais, 1992). A aplicagdo
destes mecanismos & remogdo e recuperacéo de ides valiosos foi, também,
analisada (Ross, 1989). Ambos os autores defendem a necessidade de se
aprofundarem os estudos existentes, quer sob 0 ponto de vista mecanistico
quer sob o ponto de vista de aplicagdo industrial.

Considerando o efeito toxico que os metais tém nos microorganismos, varios
estudos tém sido feitos no sentido de definir as condigées em que bactérias,
algas e fungos toleram aqueles elementos (Gadd, 1990; Gadd, 1993). Sabe-
se, no entanto, que para o mercurio, cadmio e zinco a razéo entre a massa
de metal acumulado no biosistema e a massa de metal presente na fase
aquosa que o rodeia pode atingir valores entre 4000 e 10000 (Cheng et al.,
1975),

Varios grupos tém vindo a trabalhar em biosor¢do de metais. O grupo do
Prof. Schinner da Universidade de Innsbruck, com quem o grupo da
Universidade do Minho mantém estreita colaboragao nesta area, apresentou
no Simpésio da FEMS (Federation of European Microbiological Society) de
1993 e intitulado Metais, Microorganismos - Relagbes e Aplicagdes, um
estudo sobre o enriquecimento em cromio de um fungo, Mucor sp.
MP/93/3/4, (Pimpel e Schinner, 1993). Estes autores estdo a desenvolver
um modelo descritivo do enriquecimento metélico do microoorganismo.
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No Sexto Congresso Europeu de Biotecnologia que decorreu em Florenga
apareceram relatérios de varios trabalhos de biosor¢do: magnésio (Ercole et
al., 1993), cobre, cadmio e mercurio (Dave et al.,, 1993), cobre e chumbo
(Marques et al., 1993), zinco, chumbo e prata (Fourest et al., 1993), cadmio
e chumbo (Ekiz et al., 1993). Este interesse por parte dos investigadores
internacionais e nacionais € indiciador do interesse cientifico e industrial do
tema.

As aguas residuais industriais sdo geralmente um cocktail de produtos
quimicos organicos e inorganicos, sendo os metais pesados somente alguns
dos seus constituintes. Serd uma vantagem processual a co-extraccéo de
varios elementos poluentes. Em consequéncia, torna-se interessante a
utilizagdo de carvao activado granular (GAC) como suporte do biofilme. O
GAC ndo é por si s6 um adsorvente eficiente de metais pesados, mas é
utilizado vulgarmente na remoc¢éo de compostos organicos. Por outro lado,
as bactérias constituem um grupo particularmente interessante pois
excretam uma grande quantidade de polissacéridos de composigdo
polimérica, formando um extenso e coeso filme. Um biofilme bacteriano
suportado em GAC constitui um sistema combinado que explora a
capacidade de retencdo de metais por parte do biofilme e a capacidade de
fixagdo de poluentes orgénicos por parte do carvdo activado (Scott e
Karanjkar, 1994).

As bactérias usadas vulgarmente nos estudos laboratoriais de biosor¢do sao
de colecgdo (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Escherichia
coli,...). Um dos objectivos deste trabalho consiste no isolamento de espécies
bacterianas presentes nas lamas de ETAR's receptoras de efluentes ricos
em metais pesados e que tenham ganho resisténcia a presenca daqueles
elementos (Baldi ef al., 1990). As bactérias assim isoladas serdo utilizadas
em sistemas de biosor¢do numa base comparativa.

MATERIAL E METODOS

Sistemas Batch

As bactérias usadas nesta primeira fase do trabatho foram a Pseudomonas
fluorescens, a Pseudomonas putida e a Escherichia coli da Spanish Type
Culture Coliection. Foram inoculadas em erlenmeyers de 500 ml com dois
tipos de meio de crescimento. O primeiro consistiu numa solugdo aquosa de
sais minimos (125 ml) - NH,CI (10g), NH,NO; (2g), Na,S0, (4g), K:HPO,
(6g), KH.PO, (2g), MgS0,.7H.0 (0.2g), dH,O (500 ml); glucose 20% (5 mi);
dH,O (370 ml). O segundo meio utilizado é composto de extracto de
levedura (0.5% wilv), glucose (2% wiv) e peptona (1% wlv). Antes da
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inoculacdo adicionou-se K,;Cr,O; aos meios liquidos de crescimento e as
concentragbes de Cr (VI) resultantes variaram entre 4 e 25 mg.I". O pH
manteve-se constante em 7.2, com NaOH ou H,SO, As culturas foram
mantidas por periodos que variaram entre 6 e 24 horas, numa incubadora
orbital, 200 rpm, a 27°C para as Pseudomonas e a 37°C para a Escherichia.
A Pseudomonas fluorescens tem vindo a ser adaptada a presenca de Cr
(VI), por repicagens sucessivas entre meio liquido e meio sélido que contém
concentragdes crescentes daquele ido, desde 2 a 100 ppm.

Um consércio de microorganismos resistente ao Cr (VI) foi isolado de lamas
residuais de uma ETAR receptora de efluentes ricos em cromio. As lamas
foram diluidas em erlenmeyers de 500 ml com 100, 200 e 300 mg.I"* de Cr
(VI). O meio de cultura foi composto de extracto de levedura, peptona e
glucose como nos ensaios anteriores e, ap6s alguns dias de incubacgéo, a
viabilidade dos microorganismos mais resistentes foi confirmada por
sementeira em placas de Petri com nutriente agar.

A concentragdo de Cr (VI) no sobrenadante das amostras centrifugadas foi
determinada pelo método colorimétrico da difenilcarbazida e um
espectrofotémetro JASCO 7850 a 540 nm. A concentracdo total de Cr foi
determinada por Espectrometria de Absorg&o Atdmica (VARIAN SPECTRA
AA- 250 PLUS), apés exposicdo das amostras a radiagdo uitra-violeta e
centrifugacao.

Sistemas Continuos

O suporte para o biofilme utilizado foi carvdo activado granular com um
diametro médio de particula 1.5 mm, uma massa especifica 2.34 g.cm®, uma
area especifica de Langmuir de 1270 m°.g" e um diametro médio de poros
de 20 angstrom.

Uitilizaram-se colunas com 30 cm de altura e 0.9 cm de didmetro. Foram
parciaimente preenchidas com GAC e diferentes suspensbes bacterianas
(Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli, Arthrobacter viscosus e um
consércio de microorganismos isolados de lamas ricas em Cr) passaram
através desse leito, ligeiramente expandido, em fases distintas do seu
crescimento e com diferentes tempos de retencdo. Procedeu-se 3
optimizagdo da adesdo e crescimento do biofilme, fazendo passar meio de
crescimento através da coluna durante dois dias completos ao que se seguiu
a passagem de solugdes de cromio hexavalente com concentragbes
inferiores a 100 mg.I"'. Sistematicamente foi feito 0 doseamento de Cr total e
Cr® pelos métodos anteriormente referidos.

Amostras de GAC com biofiilme e metal fixado foram, entdo, observadas por
Microscopia Electronica de Varrimento (Leica S 320) e fez-se andlise
elementar a varias profundidades, por Espectrometria de Dispersdo de
Energias. As amostras a serem observadas foram preparadas, para fixagdo
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da biomassa, com glutaraldeido (5%) e tampé&o cacodilato (0.1M), seguido
de desidratacdo com série de solugdes de etanol com concentragbes
crescentes e secagem em exsicador durante alguns dias.

Foram também realizados estudos semelhantes de adsor¢do do ido crémio
em colunas de GAC, sem biofilme, a fim de se quantificar a participagdo do
adsorvente no processo global. Realizaram-se isotérmicas de adsorcédo: 5g
de GAC foram colocados em contacto com 200 ml de solugGes de Cr (VI),
com concentragdes entre 40 e 1000 mg.I". As solugbes com o carvéo eram,
entdo, colocadas em erlenmeyers, em agitagdo lenta e temperatura fixa,
durante varios dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Toxicidade e redugio do ido metélico

A determinacdo do limite de toxicidade do crémio em relagdo a alguns
microorganismos teve como objectivo a selecgdo do melhor biosistema, entre
aqueles que sdo conhecidos como bons excretores de polissacaridos, para a
remogado do metal. A Tab. | demonstra que os microorganismos testados em
sistema batch sdo capazes de sobreviver a concentragdes baixas de Cr® e
que sdo capazes de o remover da solugéo ou, eventuaimente reduzir a forma
hexavalente a forma trivalente. De facto, verificou-se que a concentragcdo
total do metal manteve-se constante ao longo dos ensaios, donde se
concluiu que nao houve fixagdo do ido, mas sim reducdo. O consércio de
microorganismos isolado das lamas de uma ETAR receptora de efluentes
industriais ricos em crémio, que ja tinham sido expostos a 300 mg.I" de Cr
(V1) e sobrevivido, revelaram-se optimos redutores do ido na sua forma mais
téxica. A Escherichia coli também foi testada nestes ensaios mas nao
sobreviveu ao meio xenobibtico. A Pseudomonas fluorescens, assim como a
Arthrobacter viscosus adquirida em fase posterior aos ensaios que
originaram a Tab. |, t&dm vido a ser adaptadas a concentragdes crescentes de
cromio por culturas alternadas entre meio liquido e meio sélido, deficientes
em nutrientes.

Adsor¢do em GAC

Como poderoso adsorvente, o carvdo activado participa certamente na
fixagdo do ido metalico, mesmo que 0 processo de retencdo principal seja
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Tabela | - Comportamento de diferentes microorganismos na presenca de

Cr (VI).
Microorganismo Conc. iniciaI‘de Cr (vl Reducdo (%)
(mg.I")

Pseudomonas fluorescens 43 82.5
11.4 74.8
26.9 58.7

Pseudomonas putida 3.8 10.5
10.8 37
24.6 0.8

Consorcio de microorganismos 42 98.5
10.8 95.8
25.2 -—
103.0 79.0

promovido pelo biofilme suportado no GAC, nos sistemas de biosorgdo
adiante referidos. A eficiéncia de retengéo de Cr (VI) por uma coluna de
carvao activado semelhante as utilizadas nos sistemas de biosor¢do néo
ultrapassou os 32%, para uma concentragdo do afluente de 50 mg.I" e um
tempo de retengao ja optimizado de 0.46 min. Fez-se uma pré-lavagem do
carvdo com uma solugdo concentrada de NaOH a fim de manter a forga
idnica do sistema, aumentando a concentracio de ides H' na superficie do
suporte e implementando a fixacdo das espécies metélicas aniénicas, como
seja o ido dicromato. A isotérmica de adsorgéo determinada a 27 °C, indica
uma fixagdo maxima de 140 mg de Cr (VI) / g GAC, correspondente a uma
concentragdo de 1000 mg.I" na fase aquosa.

Ensaios de biosorgao

A adesdo dos biofilmes de Arthrobacter viscosus, Pseudomonas fluorescens,
Escherichia coli e consércio de microrganismos esta a ser optimizada por
aumento do tempo de contacto, introdugdo de recirculacdo da suspenséao
através da coluna, comparagdo das diferentes fases de crescimento
aquando da abertura do sistema e por utilizacdo de culturas com meios
deficientes de crescimento a fim de induzir a producgéo de polissacaridos que
implementardo a fixagdo do biofilme, a fixagdo dos ides metalicos e mesmo
a protecgdo das células da solugdo xencbidtica a tratar. Estas medidas
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Tabela Il - Eficiéncia da remog¢do de crémio total por um sistema de
biosorgdo para diferentes caudais e concentragdes iniciais da solugdo
metalica.

Caudal (cm’.min™) 7 15 25 31

Concentragéo 87% 74% 61% 58%
[ (4mg.I")

Concentracdo - 68% - -

(10mg.I")

Concentragédo - 60% - -

(20mg.I")

indicam um tempo de residéncia 6ptimo de 20 segundos.

O biofilme deve ser formado durante a fase exponencial do crescimento e
nao durante a fase estacionaria pois a resisténcia ao destacamento do
suporte por lavagem do sistema com agua passa de 6 para 4 horas. Numa
primeira fase, realizaram-se ensaios com concentragbes mais baixas do
metal, entre 4 e 20 mg.l'1, a serem alimentadas a uma sistema com biofilme
de Pseudomonas fluorescens, Tab. il. Verificou-se que o tempo de
residéncia tem dois efeitos contrarios eficiéncia da remogdo metalica: um
maior tempo de contacto aumenta a possibilidade de fixagdo do metal, mas
também aumenta o efeito xenobidtico na viabilidade do biofiime, como se
verifica pelo destacamento mais rapido do biofilme quando se utilizam
caudais reduzidos do afluente a tratar.

A fig.1 apresenta os resultados de um ensaio com uma concentragdo inicial
de 4 mg.I" e um caudal de 7 cm’min” da solugdo de crémio. Cinquenta
minutos foram suficientes para atingir o estado estacionario de 0.5 mg.I" de
Cr total na corrente de saida. Ao fim desse tempo detectou-se a presenga de
Cr (VI), que atingiu um concentragdo constante de 0.13 mg.l"
Comportamentos semelhantes se verificaram com outros ensaios a caudais
e concentragdes iniciais diferentes, diminuindo o periodo inicial transiente
com o aumento do caudal. Verifica-se que ocorre sempre uma grande
remogao da quantidade inicial do ido, que ocorre redugdo parcial do Cr¥* a
Cr* e que é possivel atingir um estado estacionario neste processo.

Nas fig.2 e fig. 3 descrevem-se ensaios realizados com concentragbes mais
elevadas de cromio hexavalente, 40 e 100 mg.l", com biofilmes de
Arthrobacter viscosus e Escherichia coli. Verifica-se que, para ambos os
biofilmes, a remogéo é reduzida a 20 e 10% respectivamente, quando se
atinge o estado estacionario. Se bem que o tratamento de solugbes com
concentragdes da ordem das centenas de mg.I" ndo estejam dentro dos
objectivos deste projecto, verifica-se um espaco possivel de optimizagéo do
biofilme, sobretudo no que respeita 4 maximizacdo da produgéo da rede
polissacarida, e no pré-tratamento térmico do sistema suporte/biofime
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Figura 1 - Cr total e hexavalente no efluente de uma coluna de biosorgao.

anterior ao contacto com a solugdo metdlica que prevé-se que implemente a
eficacia da remog&o do ido crémio. Finalmente importa dizer que a analise
com EDS das amostras de GAC/Cr e GAC/Biofilme/Cr revelam uma maior
fixagéo do metal no segundo caso como se concluiu por uma maior razéo de
sinais de cromio entre doseamentos a duas profundidades distintas, 1.7um e
8.5 um.
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Fig.2 - Concentragao de Cr total, normalizada, a saida de uma coluna de
biosorgio, com Arthrobacter viscosus; Cr inicial=40 ppm.
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Fig.3 - Concentragéo de Cr total, normalizada, 4 saida de uma coluna de
biosor¢ao, com Escherichia coli, Cr inicial = 100ppm
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CONCLUSOES

Este trabalho reporta os resultados preliminares de definicdo e
desenvolvimento de um sistema de biosorgéo que reduza a valores legais a
concentracéo final de crémio nos efluentes liquidos industriais e municipais.
Concluiu-se que: i) existem microorganismos que desenvolvem resisténcia
ao efeito xenobidtico do i@o metdlico e que essa resisténcia pode ser
induzida; ii) alguns desses microorganismos reduzem Cr(VI) a Cr(lll); iii)
determinou-se a participa¢do do suporte no processo global de fixagdo do
id0; iv) o biofilme suportado realiza a remog&o do metal, estando em estudo
a optimizagdo da adeséo dos biofilmes e dos parametros de biosor¢éo.
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