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Capitulo 2- Estado da Arte
2.1- Introducéo

O desenvolvimento tecnolégico arrasta consigo varios problemas de cariz ambiental. Os
efluentes industriais sdo, neste contexto, um problema particular pois a Natureza ndo os
assimila facilmente. A contaminacido por metais pesados e/ou por compostos organicos de
ecossistemas aquaticos ou terrestres assume grande importancia e a pesquisa de novas

tecnologias para o tratamento dos mesmos tem sido fortemente incentivada.

A poluicdo de um meio aquatico causa alteragdes nas caracteristicas fisicas (turbidez, cor,
temperatura, viscosidade, tensao superficial), quimicas (caréncia quimica de oxigénio, pH,
acidez, alcalinidade, oxigénio dissolvido, nivel de toxicidade, nutrientes) e bioldgicas, que
comprometem a qualidade da agua (Barros et al., 2007). Entre os varios contaminantes, os
metais pesados e os compostos organicos recebem especial atencdo, ja que sao
extremamente téxicos para uma variedade de organismos, mesmo a muito baixas

concentracoes.

A existéncia de uma politica ambiental cada vez mais restritiva obriga ao desenvolvimento
de sistemas de remocgdo de metais pesados que visem a redugdo e a reutilizacdo dos

mesmos.

Como ja foi referido no capitulo anterior, o facto dos processos tradicionalmente utilizados
na remocao de metais pesados apresentarem limitagdes tanto a nivel tecnolégico como a

nivel econémico, levou a procura de novas tecnologias. Neste contexto surge a biossorgao.

A biossor¢cdo é um processo pelo qual certos tipos de microrganismos, vivos ou mortos,
podem sequestrar ou concentrar metais pesados a partir de solu¢cdes aquosas (Naja e
Volesky, 2006). Os mecanismos de biossorcdo podem envolver absor¢ao intracelular,
armazenamento activo via sistemas de transporte, ligacdo a superficie ou alguns
mecanismos indefinidos. As caracteristicas quimicas e biolégicas destes processos de
retencdo sdo importantes para o entendimento do papel dos ides metalicos nas fungoes
celulares basicas e também para a determinagcado da forma mais eficaz de aplicacao destes
processos na desintoxificacdo de efluentes industriais poluidos com metais pesados com
recurso a biomassa (Prado Acosta et al.,, 2005). Estes processos tém um papel muito
importante na remocdo dos metais pesados de solugdes aquosas, particularmente no

tratamento de grandes volumes de solugdes diluidas (Ferraz et al., 2004) e sdo usados
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também na recuperagdo de metais preciosos como sejam a prata e o ouro (Martins et al.,
2004). As principais vantagens destes processos incluem baixos custos de operacgao,
minimizacdo do volume de quimicos e/ou lamas a depositar e alta eficiéncia na
desintoxificagdo de efluentes diluidos (Tunali et al., 2005). Os microrganismos tém um
elevado racio area superficial por volume devido ao seu reduzido tamanho e,
consequentemente, podem providenciar uma larga superficie de contacto, a qual pode

interagir com os metais do meio envolvente (Zouboulis et al., 2004).

As propriedades fisicas e quimicas do carvao activado fazem dele um poderoso adsorvente.
A sua utilizagdo na remogao de metais pesados tem sido estudada por diversos grupos de
investigacao (Gil et al., 2006; Mahramanlioglu et al., 2006; Mohan e Pittman Jr, 2006; Valix
et al.,, 2006; Yavuz et al., 2006; Mor et al., 2006). A utilizacdo conjunta de um sistema
microrganismo-carvao activado parece apresentar inimeras vantagens pois aproveita a
capacidade de adsorcdo do carvdao activado com a capacidade de retencdo de ides
metalicos por parte do microrganismo (Quintelas e Tavares, 2001; Quintelas e Tavares,
2002; Quintelas et al., 2006).

2.2- Crémio- Origem, quimica, toxicidade, enquadramento legal

O elemento cromio foi descoberto em 1797, pelo quimico francés Louis Vauquelin. A esta
substancia foi dado o nome de crémio, do grego “chromos” (cor), devido as diferentes cores
apresentadas pelos seus compostos. Sob o ponto de vista de abundancia, o crémio ocupa o
21° lugar entre os elementos constituintes da crosta terrestre e é o 6° metal de transicao
mais abundante. O principal minério de crémio é a cromite de ferro ou dicromato de ferro,
FeCr,0,, encontrada maioritariamente na Africa do Sul (com 96% das reservas mundiais),
Russia e Filipinas. Outras fontes menos comuns de crémio incluem cromato de chumbo,
PbCrQ,, e ocre de cromio, Cr.03. As pedras preciosas esmeralda e rubi devem a sua cor a

quantidades vestigiais de crémio (Mohan e Pittman Jr., 2006).

O cromio encontra-se distribuido na Natureza de acordo com a Tabela 2.2.1.
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Tabela 2.2.1- Distribuicao do cromio na Natureza ( Adaptado de Rollinson, 1975)

Material Concentracédo de crémio (mg/l)
Solos 5-3000
Agua doce 0.001-0.08
Agua do mar 5.10°-3.10°
Plantas terrestres 0.23
Plantas marinhas 1
Animais terrestres 0.075
Animais marinhos 0.2-1
Tecidos (mamiferos) 0.025-0.85
Eritrocitos 0.0015

O crémio é um metal pesado com um largo espectro de aplicagbes industriais, tais como a
producao de corantes téxteis, o curtimento de peles de animais, o fabrico de conservantes
da madeira, a producdo de pigmentos anti-corrosao para protecgcao de superficies metalicas

e a industria metalurgica em geral (Bishnoi et al., 2004; Agrawal et al., 2006).

O termo “metal pesado” refere-se aos elementos metdlicos cuja massa especifica é igual ou
superior a 6.0 g/lcm®. Os metais pesados mais comuns s&o o cadmio (8.65 g/cm?®), o crémio
(7.14 glcm®), o cobre (8.95 g/cm?), chumbo (11.34 g/cm®), o mercurio (13.53 g/cm?), o niquel
(8.91 g/cm®) e o zinco (7.14 g/lcm®) (Barrera et al., 2006). Esta definicdo de metal pesado
nao reune o consenso de toda a comunidade cientifica pois sdo encontradas na literatura
outras definicbes baseadas em parametros tais como peso atémico, numero atémico,

toxicidade, entre outros (Duffus, 2001).

2.2.1- Quimica dos compostos de crémio

Os estados de oxidagéo do cromio variam de acordo com os compostos, desde —2 a +6. Os

mais frequentes sao o +3, cromio trivalente, e o +6, crémio hexavalente, sendo o primeiro o
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mais estavel. Os estados de oxidagao +4 e +5 sdo pouco frequentes. Também é possivel
obter-se compostos nos quais o crémio apresenta estados de oxidacdo mais baixos, porém

sdo bastantes raros.

A hidrélise do Cr (VI) produz apenas espécies neutras ou anionicas, predominantemente
CrO,%, HCrO, e Cr,0;* (Mohan e Pittman Jr, 2006). Na Figura 2.2.1.1 podemos verificar
que para pH inferiores a 1, a espécie predominante é o H,CrQ,, para valores de pH entre 1 e
6.5 predominam o ido hidrogenocromato (HCrO,) e o dicromato (Cr,O;*). Para valores de

pH superiores a 6.5 apenas se encontra o ido cromato, CrO,%.
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Figura 2.2.1.1- Diagrama representativo da variacdo das espécies do metal cromio com o
valor de pH (Adaptado de Dionex-Technical Note, 1996).

2.2.2- Toxicidade

Este metal pesado é o segundo contaminante inorganico mais comum encontrado em
lengdis de agua em zonas de deposicao de substancias perigosas (Horton et al., 2006). A
forma hexavalente do créomio, normalmente presente na forma de cromato (CrO4) e
dicromato (Cr,0O7), possui niveis de toxidade significativamente mais elevados que outros

estados de valéncia (Horsfall Jr. et al., 2006).
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A forma hexavalente do crémio causa irritacdo do aparelho respiratério. A ulceragao e
perfuragéo do septo nasal ocorre frequentemente em trabalhadores de industrias produtoras
de cromatos ou industrias que usam o cromio nos seus processos de fabrico. Renites,
broncoespasmos e pneumonia foram também alguns dos problemas respiratérios
encontrados em pessoas expostas a compostos de cromio hexavalente. Os cromatos, em
especial os cromatos e dicromatos de sédio e potassio, causam irritacdo da pele com
possivel desenvolvimento de uUlceras nas zonas danificadas. A exposi¢cao a crémio trivalente
nao causa esses efeitos embora em algumas pessoas se tenham verificado reacgbes
alérgicas a esse ido. Os efeitos cronicos da exposicdao ao crémio (exposi¢ao industrial
excessiva da pele ao crémio hexavalente, quando associada a danos na pele ou inalagao de
po6 de crémio) ocorrem nos pulmdes, figado, rins, trato-gastrointestinal e sistema circulatério.
Propriedades mutagénicas estdo associadas ao dicromato de potassio e portanto o seu
manuseamento deve ser objecto de cuidados especiais (International Program on Chemical
Safety, 1988).

Estudos recentes desenvolvidos por Sedman et al., (2006), provam que apesar do estbmago
ser capaz de reduzir uma determinada quantidade de Cr (VI) a Cr (lll), existe sempre uma
dose de crémio hexavalente que é absorvido e entra nas células de variados tecidos,

causando danos no DNA e aumentando assim o risco carcinogénico.

2.2.3- Legislacéo aplicada aos compostos de créomio

Duma maneira geral, os metais pesados séo toxicos para o ser humano. A sua deposi¢ao
em sistemas aquiferos é muito grave pois a sua interferéncia na potabilidade da agua afecta

perigosamente a fauna e a flora dos mesmos.

A legislagdo portuguesa estabelece limites de emissao destes poluentes na descarga de
aguas residuais. O Decreto-Lei 236/98 de 1 de Agosto, que resulta da transposicao para
legislacao nacional da norma directiva europeia, 80/778/CEE, estabelece normas, critérios e
objectivos de qualidade com o objectivo de proteger o meio aquatico e melhorar a qualidade
das aguas em fungado dos usos a que se destinam. Este diploma define também valores-

limite de emissao para a descarga das aguas residuais na agua e nos solos.

No que concerne ao créomio total, o valor maximo admissivel nas aguas doces superficiais
destinadas ao consumo humano é de 0.05 mg/l. Nas descargas de aguas residuais, o valor
limite de emissao para o cromio total é de 2 mg/l, enquanto que para o cromio hexavalente

esse valor foi fixado em 0.1 mg/l. Nas aguas destinadas a rega, o valor maximo admissivel
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de cromio total é de 20 mg/l, enquanto que o valor maximo recomendado se situa nos 0.10

mg/l.

Os requisitos de qualidade da agua para consumo humano encontram-se estabelecidos no
Decreto-Lei 243/2001, que resulta da transposi¢cdo para legislagdo nacional da norma
directiva europeia, 98/83/CE. Para consumo humano o valor maximo de crémio total

admitido & de 50 ugl/l.

Geralmente associados aos efluentes contendo crémio estdo os compostos organicos, pois
estes estdo presentes nas mais variadas actividades industriais, como desinfectantes,
solventes, entre outras aplicagdes. No ambito desta dissertacdo pretendeu-se analisar a
influéncia que a presenca deste tipo de compostos tem na biossorcdo de cromio

hexavalente.

Dos compostos organicos, em especial dos referidos nesta dissertacdo, se dara conta no

ponto seguinte.

2.3- Compostos orgéanicos- Origem, toxicidade e enquadramento legal

Os compostos organicos sao substancias quimicas que contém na sua estrutura carbono e
hidrogénio, e muitas vezes também oxigénio, azoto, enxofre, fésforo, boro, halogénios e

outros (Morrison e Boyd, 1994). As moléculas organicas podem ser:

e Moléculas orgénicas naturais: sido as sintetizadas pelos seres vivos e

denominadas biomoléculas;

e Moléculas organicas artificiais: sdo substancias que nao existem na natureza e
sao fabricadas pelo homem, como os plasticos. A maioria dos compostos organicos

puros sao produzidos artificialmente.

Para os quimicos antigos as substancias organicas eram provenientes de fontes animais ou
vegetais, e as substancias inorganicas seriam aquelas de procedéncia mineral. Durante
muitos anos acreditava-se que entre a quimica organica e a quimica inorgancia existia uma
barreira intransponivel. No principio do século XIX, o quimico alemao Friedrich A. Wohler
conseguiu sintetizar a uréia, um produto organico, a partir de substancias inorganicas,
comprovando que tal divisdo era totalmente artificial, algo que é completamente evidente na

quimica moderna.
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A grande variedade de compostos orgénicos deve-se as seguintes razdes:

e a capacidade do carbono de formar ligagbées covalentes com ele mesmo e de formar
numerosas cadeias de diferentes comprimentos, bem como anéis de diferentes
tamanhos. Nenhum outro elemento tem esta propriedade;

e a capacidade do carbono de se unir a muitos elementos e grupos de elementos
diferentes;

e a existéncia de isdmeros: compostos que tém a mesma férmula molecular, mas

diferentes arranjos dos atomos;

Os compostos fendlicos sdo poluentes ambientais devido ao seu uso alargado e potencial
toxicidade para a maioria dos organismos superiores. O cresol é usado em desinfectantes e
fumigantes, no fabrico de resinas sintéticas e em explosivos. Este composto é altamente
téxico, corrosivo e causa depressao do sistema nervoso central (Tallur et al., 2006). Os
clorofendis sao utilizados em refinarias petroliferas, em industrias do plastico e fibra de vidro,
dos pesticidas e herbicidas, entre outros. Como principais consequéncias da exposig¢ao a
este composto destacam-se a fadiga, nausea, vomitos, dor abdominal, espasmos e morte
(Sathishkumar et al., 2007). O fenol esta presente nos efluentes de uma grande variedade
de industrias, das quais se destacam, a industria do azeite, dos plasticos, das peles, da

pintura, farmacéutica e as refinarias de éleo (Cafizares et al., 2006).

Também para estes poluentes, a legislagado portuguesa estabelece limites de emissédo na
descarga de aguas residuais. O Decreto-Lei 236/98 de 1 de Agosto, transposto da norma
directiva europeia, 80/778/CEE, estabelece como valor maximo admissivel nas aguas doces
superficiais destinadas ao consumo humano e para compostos fendlicos, o valor de 0.001
mg/l. Nas descargas de aguas residuais, o valor limite de emisséo para os fendis é de 0.5

mg/l, enquanto que para o clorofenol esse valor foi fixado em 2 ugl/l.

Os requisitos de qualidade da agua para consumo humano, fornecida por sistemas de
abastecimento publico, encontram-se estabelecidos no Decreto-Lei 243/2001, que resulta da
transposicao para legislagdo nacional da norma directiva europeia, 98/83/CE. Para consumo

humano o valor maximo admissivel de compostos fendlicos é de 0.5 ugl/l.
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2.4- Principais metodologias aplicadas ao tratamento de solu¢cdes aquosas de crémio

Varias metodologias de tratamento tém vindo a ser desenvolvidas com o objectivo de
remover cromio de aguas residuais. Nos pontos seguinte serao discutidos os métodos mais

vulgarmente utilizados.

2.4.1- Precipitacao

Este € o método mais comum na remocao de metais pesados de efluentes antes de serem
descarregados nos meios hidricos ou no solo. Para fazer a precipitacdo do Cr (VI), o pH da
solucao deve situar-se entre 2-3 e o Cr (VI) é reduzido a Cr (lll) por acgdo dum redutor
apropriado. A utilizagdo de sulfato ferroso, didxido de enxofre, sulfito de bario e metasulfito
de sédio, como agentes redutores, tem sido largamente estudada (Morisset et al., 1954;
Kato e Nagai, 1991; Bruzzone et al., 1992). Apés a redug¢ao do cromio, o valor de pH devera
ser aumentado para 7.5-9 utilizando para o efeito cal ou soda caustica. Uma vez tendo
reduzido o crémio e o valor de pH ter sido aumentado, a solu¢do da lugar a um precipitado

de hidroxidos metalicos insolluveis os quais podem ser filtrados ou sedimentados.

Este método é econdmico e de eficiéncia elevada, apresentando como grande desvantagem
o facto de produzir grandes quantidades de lamas nao reutilizaveis, o que levanta outros

problemas tais como a sua deposicao e posterior tratamento.

2.4.2- Evaporacao

Neste método, a solugcdo contendo crémio é tratada fazendo a evaporagao da agua de modo
a concentrar o ido metalico, possibilitando a sua recuperacédo e posterior reutilizagcdo. A
evaporacao pode ser feita recorrendo a um evaporador ou por destilacdo em vacuo. Este
processo é usado a escala industrial (Neben e Swanton, 1951; Milne, 1952; Morriset et al.,
1954) e é adequado para a maioria dos sistemas geradores de aguas residuais
contaminadas, excepto para aqueles em que todos os constituintes da agua residual sao
retidos no produto concentrado, pois neste caso, existe a possibilidade de danificagcdo dos

evaporadores por corrosao.

A evaporagao apresenta custos de operagdo genericamente baixos mas é extremamente

dispendiosa em termos de energia (Kieszkowski e Wasiak, 1985; Wasiak e Kieszkowski,
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1985). As necessidades energéticas podem ser reduzidas usando evaporadores de efeito

multiplo o que implica, contudo, maiores custos de investimento.

2.4.3- Processos membranares

Este tipo de processos de remocgédo de metais pesados permite concentrar os poluentes,
mas ndo conduz a sua remog¢ado. Dentro destes processos destacam-se como sendo os

mais importantes a osmose inversa e a electrodialise.

2.4.3.1- Osmose inversa

A osmose inversa € uma técnica que se baseia na aplicacdo de pressdes elevadas a uma
solucdo concentrada, obrigando o solvente a passar por uma membrana semi-permeavel
para uma regido de solucao diluida (Oliveira, 1993). A solugédo concentrada fica assim mais
concentrada ainda, podendo os metais ser recuperados. As membranas semi-permeaveis
foram pela primeira vez utilizadas por Li (1968), tendo sido alvo de estudos posteriores por
parte de diversos investigadores (Cassano et al., 2001; Bodalo et al., 2005; Das et al.,
2006).

A utilizacdo deste processo permite obter efluentes finais com niveis de concentragdo de
metais pesados muito baixos, apresentando no entanto, custos de operagdo e de

investimento muito elevados.

2.4.3.2- Electrodialise

E sabido que a electrodidlise é usada na dessalinizacdo da agua do mar para consumo
humano e na concentracdo de agua do mar com vista a produgdo de sal (Rautenbach e
Albrecht, 1989), onde provou ser uma solugao econdémica; no entanto novas aplicagdes tém
sido testadas em diferentes industrias. Nos anos 90, surgiram diversos estudos nos quais se
aplicavam processos de electrodialise para recuperagdo de metais pesados (Acar e
Alshawabkeh, 1993; Ottosen, 1995; Ribeiro, 1998).

Os sistemas de electrodialise utilizam a corrente eléctrica entre um catodo e um anodo para
promover a separacdo dos ides metalicos duma solugdo. Assim, a forca directriz do
processo resulta dos efeitos combinados dos gradientes de concentracdo e de campo

eléctrico (Oliveira, 1993).
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Uma célula de electrodialise é constituida por trés compartimentos, separados por duas
membranas de troca idnica. Uma das membranas é de troca anidnica, s6 permitindo a
passagem de anides, enquanto a outra membrana é de troca catiénica, permitindo somente
a passagem de catides (Oliveira, 1993). A nivel industrial, um aparelho de electrodialise &

constituido por uma bateria de 300 a 500 células acopladas.

Um sistema de electrodidlise apresenta como vantagens a elevada selectividade das
membranas, baixa resisténcia eléctrica e grande estabilidade quimica, térmica e mecénica.
A principal desvantagem deste processo prende-se com questdes energéticas, sendo a sua

utilizacdo apenas aconselhada quando a concentracdo ionica € baixa.

2.4.4- Permutaidnica

A permuta iénica é geralmente utilizada na remogao de anides e catides indesejaveis das
aguas residuais. Esta técnica é largamente usada na industria metalurgica para a
recuperacao e purificagdo de inumeros metais, incluindo o cromio (Flett, 1985; Flett, 1993) e
baseia-se na adsorcido/permuta de catides ou anides em resinas sintéticas as quais
possuem caracteristicas que lhes permitem ser regeneradas pela eluicao/libertacdo dos
ides. De varios estudos possiveis destacam-se os de Sengupta e Kim (1988) com resinas de
troca anionica para a extracgao de Cr (VI). Estas resinas removem também outros anides ao

mesmo tempo que o crémio e sao regeneradas com uma solugao de hidroxido de sédio.

A permuta idnica apresenta como principal vantagem os custos de operagao relativamente
baixos. As desvantagens prendem-se com o facto deste método ser pouco selectivo, exigir
grandes quantidades de resinas para o tratamento de efluentes pouco concentrados e

originar elevadas concentragdes de residuos salinos.

2.4.5- Adsorcgéo

A adsorgcido baseia-se no principio de que uma superficie sélida em contacto com uma
solugcao tem tendéncia a acumular uma camada superficial de moléculas de soluto, devido

ao desequilibrio de forgas superficiais existentes.

O adsorvente de utilizacdo mais comum ¢é o carvao activado. O carvao activado usado neste
processo pode ter origem nos mais diversos materiais, sendo os mais comuns a lenhite e o
carvao betuminoso. A activacédo consiste no tratamento fisico ou quimico do carvdo com o

objectivo de limpar os poros e remover espécies adsorvidas na superficie do mesmo carvao.
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O carvao granular obtido a partir destes materiais tem tido a mais vasta aplicagcdo em
tratamento de efluentes. Dependendo do material de origem e do processo de activagéo, o
carvao activado adquire propriedades especificas. O conhecimento destas propriedades
permite a escolha do tipo de carvao mais apropriado para uma dada aplicacao.

Normalmente é possivel a regeneragao do carvao, sendo uma operagao economicamente
favoravel. Nos processos de regeneragcdao, o objectivo € a remocdo dos materiais
previamente adsorvidos da superficie do carvao. Esta regeneragcédo pode ser feita por via
térmica, aplicagdo de vapor, extraccdo com solvente, oxidagdo quimica ou tratamentos
acidos/alcalinos. Este processo ndao é muito utilizado na remocgédo de metais pesados em

larga escala pois a relacao eficiéncia/preco é baixa (Quintelas, 2001).

2.4.6- Bioremediacgéo

Com uma aplicacdo mais lata que o tratamento de solugdes aquosas, refere-se aqui a
bioremediagdo que consiste no controle e na manipulacdo de processos bioldgicos,
geralmente microbianos, “in situ” de forma a se conseguir uma elevada taxa de degradacéao
dos poluentes. A sua inclusdo neste capitulo deve-se ao facto dos solos incluirem fase
liquida na sua constituicdo, sendo este responsavel pela movimentacdo de contaminantes.
A bioremediacdao pode ser efectuada através da utilizacdo de bactérias, fungos ou
eventualmente plantas que degradam ou reduzem a toxicidade das substancias a remover

do ambiente.

De entre as varias estratégias de bioremediacdo destacam-se a bioestimulacdo e a
bioadicdo que utilizam microrganismos e cuja aplicagdo isolada ou combinada podera
conduzir a uma rapida e completa degradagédo de poluentes. A bioestimulacdo tem por
objectivo aumentar o numero ou estimular a actividade dos microrganismos degradadores
da comunidade indigena de uma determinada regido contaminada, através da adicdo de
nutrientes, receptores de electroes ou dadores de electrdes. A bioadi¢do consiste na adigao
de microrganismos, pertencentes ou ndo a comunidade indigena, crescidos em laboratério e
com capacidade para degradar o contaminante a remover (Vogel, 1996; Widada et al.,
2002). Esta técnica, bioadicdo, podera ainda ser aplicada com o objectivo de transferir para
a comunidade indigena a informacao genética, presente na estirpe degradadora, necessaria
a degradacédo (Top et al.,, 2002). Outras técnicas de bioremediacdo tém sido estudadas,
como sejam a biotransformacdo do Cr (VI) em Cr (lll) por bactérias redutoras de cromio
(Figueira et al., 2000; Bai and Abraham, 2001; Gupta et al., 2003), a fitorremediacao que
utiliza varios tipos de plantas para remover, transferir, estabilizar ou destruir contaminantes

em ambientes poluidos (Vidali, 2001), a fitoextracgao e a biossorgao.
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A escolha da estratégia de biorremediacao mais apropriada para tratar um determinado
local, é determinada por varios factores, tais como as caracteristicas do(s) poluente(s)
presente(s) (natureza, concentragdo e biodisponibilidade) e a composicédo do sistema em
termos de nutrientes e populagdo microbiana presente no local (Dua et al., 2002). A solugao

mais eficaz podera passar por uma combinacao de diferentes técnicas de biorremediacao.

Destes fendmenos, e pelo facto de ser objecto desta dissertagcao, destaca-se o fenémeno de

biossorcdo que sera tratado em pormenor no ponto 2.5.

2.5- Biossorcgéao

Muitos microrganismos s&o capazes de acumular metais pesados provenientes de solugdes
aquosas, por um numero de diferentes processos tais como uptake por transporte, ligacédo
as paredes das células e encapsulacao extracelular, precipitacao e reacgdes de oxidagao-
reducdo (Duncan & Brady, 1994). Esta capacidade para fixar e para retirar os metais dos
meios aquaticos € uma consequéncia da presenca de numerosos grupos quimicos na
superficie da biomassa, tais como grupos acetamidas da quitina, grupos aminas e fostatos
dos acidos nucleicos, grupos amino, amido, sufridinas e carboxilicos das proteinas e grupos

hidroxilicos dos polissacaridos (Hancock et al., 1999).

A capacidade de remocgao, assim como 0s mecanismos de acumulagcdo, podem variar
amplamente de acordo com a espécie microbiana ou até mesmo com a linhagem. As
células, os produtos excretados, a parede celular e os polissacarideos tém potencial para
remover metais de solugbdes. Factores externos como o pH, a temperatura, a eventual
presenga de nutrientes e de outros metais também influenciam o mecanismo de actuacgéao e,

consequentemente, a eficiéncia e seletividade da acumulacgao.

A Tabela 2.5.1 lista alguns mecanismos utilizados pelos microrganismos para remogao de

metais pesados.
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Tabela 2.5.1- Mecanismos utilizados para captacao de metais pesados de solugbes aquosas

por parte de alguns microrganismos (Adaptado de Mesquita (1993) e Malik (2004))

Microorganismo

Metal

Mecanismos de remocao

Citrobacter sp.

Micrococcus luteus
Arthrobacter viscosus

Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas
fluorescens

Escherichia coli
Aspergillus niger
Rhizopus sp.

Bradyrhizobium
japonicum

Tetraselmis suecica

Chlorella sp.

Uranio e Cadmio

Chumbo e Estroncio

Cadmio

Uranio

Niquel

Niquel

Cadmio
Niquel
Niquel

Niquel

Cadmio

Cadmio

Precipitacdo na superficie celular
enzimatica

por acgao

Adsorcado a membrana e parede celular
Adsorcao a polissacarideos extracelulares

Acumulacgao intracelular

Acumulagao no periplasma e membrana celular

Acumulagao na superficie celular

Acumulacgao intracelular
Acumulagao intracelular e na parede celular
Acumulacgao na superficie celular

Acumulagao intracelular

Acumulagao intracelular e na parede celular

Acumulagao intracelular e na parede celular

As maiores vantagens da biossorgdo em relagdo aos meétodos convencionais de tratamento
s&o (Mohanty et al., 2006, Pamukoglu e Kargi, 2007):

1- Baixo custo;

2- Elevada eficiéncia de remogao de metal em solucdes diluidas;

3- Auséncia de requisitos nutricionais adicionais;

4- Capacidade de regeneragao do biosorvente;

5- Possibilidade de recuperar o metal;
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6- Adsorcgao selectiva de ides metalicos;
7- Condicbes de operagdo apropriadas para uma gama alargada de condigdes

ambientais.

Como qualquer método de tratamento, a biossorgdo também apresenta desvantagens. As
principais desvantagens prendem-se com a saturacdo da biomassa, ou seja, quando o0s
sitios activos estdo ocupados € necessario proceder-se a dessorgao do metal ou substituir a
biomassa por biomassa nova, e com o facto de ndo haver muito potencial biolégico para
alterar o estado de valéncia do metal. Deste modo a biossorcdo de formas menos soluveis
do metal, bem como de complexos organometalicos, encontra-se limitada (Ahluwalia e
Goyal, 2007).

Foram recentemente desenvolvidos estudos (Demir e Arysol, 2007), com o objectivo de
analisar os custos e beneficios das remocdes quimica e biolégica do Cr (VI). Estes autores
compararam a remocao de Cr (VI) por Bacillus thuringiensis com a remog¢ao do mesmo ido
por um resina de troca i6nica. De acordo com o resultado da comparagao, o custo por
unidade na remocao quimica foi calculado como sendo de 0.24 € e a percentagem de
remoc¢ao de cromio foi de 99.68 %, enquanto para a remogao biolégica se obteve um custo
de 0.14 € e uma remocgéo de 59.3 %. Por conseguinte, o custo por unidade na remogao
quimica é mais alto, mas é mais alta também a percentagem de remoc¢ao, no entanto, a
remocédo biolégica tras inumeros beneficios ndo mensuraveis para a saude humana e o
ambiente, pelo que é do interesse das industrias adoptar sempre os métodos biolégicos em

detrimento dos métodos quimicos.

2.5.1- Diferentes tipos de biomassa utilizada em estudos de biossorgéo

Existem varios requisitos necessarios para conferir competitividade técnica e econémica ao

processo de biossorcao, tais como (Martins, 2004):

1- A biomassa deve apresentar uma capacidade de acumulagao elevada;
2- A biomassa deve ser naturalmente abundante e apresentar baixo custo;
3- As etapas da biossorgcdo devem ser rapidas e eficientes;

4- A biomassa deve ser reutilizavel;

5- Deve ser facilmente adaptavel a diferentes tipos de reactores;

6- O metal retido pelo biossorvente deve ser de facil recuperagao a custo reduzido.
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Este mesmo autor afirma que a eficiéncia de um processo de biossor¢ado nao depende
apenas do biossorvente utilizado mas também do tipo de ido e sua concentracdo, e de
parametros fisico-quimicos tais como a temperatura, pH, forca idénica e presenca de outros

ides.

O estudo da capacidade de remover metais pesados por parte de alguns tipos de biomassa
sofreu um grande incremento a partir de 1985. Algas marinhas, fungos, leveduras, bactérias,
residuos biologicos (agricolas, florestais), foram testados em estudos de biossor¢cao de
metais com resultados muito promissores. Alguns biossorventes podem remover uma larga
gama de metais pesados, enquanto outros sdo especificos para certo tipo de metal (Vieira e
Volesky, 2000).

De seguida sera feita uma breve revisdo dos principais tipos de biomassa passiveis de ser
usados em processos de biossorgao, bem como sera feita referéncia aos mais recentes
trabalhos publicados sobre biossorgdo com recurso a diferentes biomassas. Esta breve
revisdo comecara entdo pelo grupo das leveduras, seguido pelos fungos, pelas algas, pelos
residuos biolégicos e por ultimo pelas bactérias. As bactérias serdo o ultimo tipo de
biomassa a ser mencionado pois, como é o objecto de estudo desta dissertacao, pretende-

se fazer uma referéncia mais alargada que inclua as varias espécies de bactérias utilizadas.

2.5.1.1- Leveduras

As leveduras sao fungos unicelulares. Como sao células simples, crescem e reproduzem-se
mais rapidamente que os restantes fungos. Estas, as leveduras, diferem das algas pois ndo
efectuam a fotossintese, diferem dos protozoarios porque possuem uma parede celular
rigida e diferem das bactérias em virtude das suas maiores dimensbes e propriedades

morfologicas (Barnett et al., 1983; Kurtzman e Fell, 1998).

De um modo geral, as leveduras apresentam elevadas capacidades para remover metais
pesados. Alguns compostos quimicos das células das leveduras podem actuar como
permutadores idnicos com uma rapida ligacdo a catibes (Vieira e Volesky, 2000). De um
modo geral, as leveduras podem ser utilizadas sem tratamento prévio, especificamente
tratadas ou desnaturadas, tanto em sistemas fechados como em processos continuos. A
parede das células das leveduras é uma estrutura multiamina e microfibrilar constituida em
mais de 90% por polissacaridos. Os principais grupos existentes nessas paredes sdo grupos

amina, hidroxidos, carboxilos, sulfatos e fosfatos (Muter et al., 2002). Estes autores
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estudaram a biossorgéo de Cr (VI), Cu (ll), Zn (1), Cd (Il), Pb (ll) por células intactas e
desnaturadas de Candida utilis. A performance da biossor¢cao dos catibes, em termos de
massa de metal retido por massa de biossorvente, seguiu a seguinte ordem Pb > Zn > Cu >
Cd. A comparagao entre a biossor¢ao dos catides e a biossor¢do do aniao Cr (VI) permite
concluir que a quantidade de Cr (VI) biossorvida € consideravelmente menor. A remogao de
cromio na presenga de Pb (Il) sofre um incremento e este incremento resulta da formacao
de cromato de chumbo, composto practicamente insoluvel em solugdo. Estes autores
verificaram também que existe um efeito sinergético na biossorgao de Cr (VI) na presenca

de Cu (Il) e que a presencga de Cd (II) e Zn (ll) inibe a biossor¢do do mesmo.

A remocao de metais pesados de solos e aguas contaminadas pode também ser efectuada
utilizando a levedura Yarrowia lipolytica. As células de levedura defendem-se do efeito
xenobidtico dos metais pesados produzindo proteinas especificas que se ligam aos metais
no citoplasma ou transportam-nos para o interior dos vacuolos (Strouhal et al., 2003). Estes
mesmos autores estudaram a fixacdo de diferentes metais (Cd, Ni, Co e Zn), a
bioacumulagdo dos mesmos nos diferentes compartimentos celulares, bem como a sua

relacdo com o nivel de metalotioneina no citoplasma.

Numerosos estudos tém sido referenciados utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae.
A utilizacao desta levedura apresenta inUmeras vantagens pelo facto de ser um sub-produto
de varias actividades industriais (industria cervejeira, panificagdo, etc.), o que permite
resolver também o problema da deposicido da levedura em aterros. De entre os varios
trabalhos publicados destacam-se os de Ferraz et al. (2004), que estudaram a remocgao e
recuperacao de Cr (lll), e os de Lin et al. (2005) que analisaram algumas caracteristicas da

biossorcao de Au (lll), utilizando técnicas espectroscépicas, nomeadamente FTIR, XPS e IR.

Na tabela seguinte apresentam-se alguns dos mais recentes valores da capacidade de
biossorcao para diferentes espécies de leveduras e para diferentes metais pesados. Esta

capacidade de biossorcao refere-se a massa de metal retido por massa de biossorvente.
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Tabela 2.5.1.1.1- Capacidade de biossorcdo de diversas espécies de leveduras para

diferentes ibes metalicos

Espécie de leveduras Metal Qmax. (Mg/g) Referéncia
Saccharomyces sp. Cu (I 1.5 Han et al., 2006
Saccharomyces sp. Pb (I1) 5.7 Han et al., 2006
Saccharomyces cerevisiae Cr (VI) 6.8 Goyal et al., 2003
Pichia guilliermondii Cu (I 9.1 Soldniz et al., 2002
Candida utilis Cr (VI) 7.0 Muter et al., 2002
Candida utilis Cu (I 23.0 Muter et al., 2002
Candida utilis Pb (II) 39.0 Muter et al., 2002
Candida utilis Cd (I 19.0 Muter et al., 2002
Candida utilis Zn (I 28.0 Muter et al., 2002

2.5.1.2- Fungos

Os fungos sdo um vasto grupo de organismos classificados como um reino pertencente ao
dominio Eukaryota, segundo a taxonomia de Lineu, desenvolvida por Carolus Linnaeus, no
século XVIII. Estado incluidos neste grupo organismos de dimensdes consideraveis, como 0s
cogumelos, mas também muitas formas microscopicas, como os bolores. Foram ja descritas
umas 70.000 espécies, mas muitas estdo ainda por identificar e descrever (Hawksworth,
1991; Hawksworth et al., 1995).

Os fungos crescem facilmente, produzem elevada quantidade de biomassa e podem ser
facilmente manipulados genética e morfologicamente. Estes factores aliados ao facto de
alguns processos industriais produzirem, como subproduto, elevadas quantidades de
biomassa fungica e de varios autores sugerirem que esta apresenta caracteristicas que a
tornam capaz de remover metais pesados, torna a biomassa fungica um biossorvente a ter

em conta (Volesky, 1990).

As paredes dos fungos contém grandes quantidades de polissacéridos e proteinas, os quais

possuem diversos grupos funcionais, tais como carboxilos, hidroxilos, sulfatos, fosfatos e
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grupos amina, capazes de sequestrar ides metalicos (Bayramoglu et al., 2006; Akar e Tunali,
2006). A acumulacao de metais por fungos, tal como para os outros microrganismos, pode
ser dividida em 2 tipos: por organismos vivos onde o transporte do metal e posterior
deposicao é dependente de actividades metabdlicas e por biomassa morta, a qual retem
metais através dos grupos quimicos funcionais das células e em especial da parede celular
(Volesky, 1990).

Na tabela seguinte apresentam-se alguns dos mais recentes valores da capacidade de
biossorcao para diferentes espécies de fungos e para diferentes metais pesados obtidos por

diversos autores.

Tabela 2.5.1.2.1- Capacidade de biossorcao de diversas espécies de fungos para diferentes

ides metalicos

Espécie de fungos  Metal Qnmax. (Mg/g) Referéncia

Lentinus sajor- caju U (I 268.0 Bayramoglu et al., 2006
Aspergillus flavus Pb (Il) 13.5 Akar e Tunali, 2006
Aspergillus flavus Cu (1) 10.8 Akar e Tunali, 2006
Neurospora crassa Cr (VI) 15.9 Tunali et al., 2005
Funalia trogii Hg (1) 333.0 Arica et al., 2004
Funalia trogii Cd (Ih 164.8 Arica et al., 2004
Funalia trogii Zn (I) 42.1 Arica et al., 2004
Rhizopus nigricans Cr (VI) 12.7 Bai e Abraham, 2003
Aspergillus niger Cr (VI) 36.8 Goyal et al., 2003
Rhizopus arrhizus Pb (Il) 55.6 Salehizadeh e Shojaosadati, 2003
2.5.1.3- Algas

As algas compreendem varios grupos de seres vivos aquaticos e autotréficos, ou seja, que
produzem a energia necessaria ao seu metabolismo através da fotossintese. A maior parte

das espécies de algas sdo unicelulares e, mesmo as mais complexas — algumas com
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tecidos diferenciados — ndo possuem verdadeiras raizes, caules ou folhas. Embora tenham
sido consideradas, durante muito tempo, como plantas, apenas as algas verdes tém uma
relagdo evolutiva com as plantas superiores; os restantes grupos de algas representam
linhas independentes de desenvolvimento evolutivo, paralelo as que levaram a formacéao de

plantas superiores (Raven e Johnson, 1986).

As algas definem um tipo de biomassa com iniUmeras vantagens para a biossorg¢ao, das
quais se destaca o facto das suas estruturas macroscopicas poderem ser facilmente
divididas em particulas de biossorvente (Vieira e Volesky, 2000) e portanto, com apenas
algumas algas se podem ftratar grandes quantidades de efluente, o facto das algas
necessitarem de poucos requisitos nutricionais € o facto das algas geralmente nao
produzirem substancias toxicas, ao contrario de outros microrganismos como as bactérias

ou fungos (Kiran et al., 2006).

Kiran et al. (2007) afirmam ainda que a acumulagéo de ides metalicos nas superficies das
algas depende de diferentes pardmetros como sejam a carga idnica do ido metalico, a
espécie de alga e a composigao quimica da solugao contendo o ido metalico. Algumas algas
colhidas em oceanos apresentaram grandes capacidades de biossor¢cao de ides metalicos
(Figueira et al., 2000; Volesky e Holan, 1995). Foi verificado também que as algas castanhas
apresentam particular capacidade de actuagdo na remog¢ao de metais pesados (Volesky e
Holan, 1995).

A acumulacgao de ides metalicos por algas parece ocorrer em duas etapas: uma etapa inicial,
normalmente designada por acumulagdo passiva, em que se estabelecem ligagbes na
superficie das células, rapidas e reversiveis, que ocorrem apdés um curto periodo de
contacto entre os microrganismos e o metal; durante esta fase podem ocorrer variados
processos tais como adsor¢cdo, permuta idnica, coordenagdo, complexacéo,
microprecipitacdo e quelacido e uma segunda etapa, correspondente a uma acumulagao
activa, lenta e irreversivel, dependente do metabolismo e que envolve o transporte de ides
metalicos através da membrana, para o citoplasma da célula. Os mecanismos responsaveis
por esta acumulacao incluem ligagbes covalentes, reacc¢des redox, precipitacdo superficial,
cristalizacdo na superficie da célula, difusao no interior da célula e ligagdes a proteinas ou

outros sitios intracelulares (Martins, 2004).

A capacidade de remocao das algas, bem como a afinidade para algum metal especifico
pode ainda ser manipulado com a realizacdo dum pré-tratamento da biomassa (Figueira et

al., 2000). A biossorgao de chumbo pela alga castanha, Laminaria japdnica, foi testada por
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Luo et al. (2006) apos pré-tratamento com epiclorohidrina (2 tratamentos diferentes, EC1 e
EC2), com permanganato de potassio (PC) ou simplesmente lavada com agua destilada
(DW). Estes autores concluiram que a biossorcédo do chumbo é fortemente condicionada
pelo valor de pH e observaram que o valor de pH para o qual a remogao € maxima é de 5,3.
Os valores maximos de acumulagao obtidos foram de 1,67 mmol/g (346 mg/g), 1,62 mmol/g
(336 mg/g), 1,54 mmol/g (319 mg/g) e 1,21 mmol/g (251 mg/g), respectivamente para o
tratamento com EC1, EC2, PC e DW. Estes resultados permitiram aos autores concluir que
as algas pre-tratadas tém maior potencial como biossorvente para a remogdo de metais

pesados de aguas residuais.

Senthilkumar et al. (2006) testaram o potencial para a biossor¢cdo de Zn (ll) de onze
diferentes espécies de microalgas marinhas a diferentes valores de pH, e concluiram que a
alga verde Ulva reticulata, exibe o maior valor de acumulagdo com 36,1 mg/g a pH 5,5 e
para uma concentracgao inicial de Zn (Il) de 100 mg/l. Estes autores avaliaram a performance
das algas mediante a realizagao de isotérmicas de adsorcéo e posteriormente, por ensaios
em continuo utilizando colunas de leito fixo. A dessorgédo dos ides de zinco (ll) foi também
efectuada tendo sido utilizado para o efeito CaCl, 0,1 M, a diferentes condi¢des de pH, em
trés ciclos de adsorgdo-dessor¢cdo. Foi verificado que durante os ciclos de regeneracéo
havia alguma perda da capacidade de biossorgdo por parte das algas. Os processos de
dessorgao, que podem ser quimicos ou térmicos, permitem por um lado recuperar o metal
para outras aplicagcdes e por outro reutilizar o biossorvente. A viabilidade econémica dum
processo de dessorcdo depende fortemente do valor comercial do metal a recuperar, do

custo de operacéao e do custo do biossorvente.

Volesky et al. (1999) trabalharam extensivamente com um dos melhores tipos de biomassa
capazes de remover metais, a alga Sargassum. Estes autores compararam os valores de
uptake de trés diferentes espécies de Sargassum em relagdo ao Cd e Cu, usando para tal
isotérmicas de equilibrio. O uptake para o Cd, para um éptimo de pH de 4.5, foi de 87 mg/g
para a espécie Sargassum vulgare, 80 mg/g para Sargassum fluitans e de 74 mg/g para
Sargassum filipendula. Em relagao ao Cu, e também para o mesmo valor de pH, os valores
foram de 59 mg/g, 56 mg/g e 51 mg/g, respectivamente para as espécies Sargassum

vulgare, Sargassum filipendula e Sargassum fluitans.

Na tabela seguinte apresentam-se alguns dos mais recentes valores da capacidade de
biossorcdo, para diferentes espécies de algas e para diferentes metais pesados,

encontrados na literatura.
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Tabela 2.5.1.3.1- Capacidade de biossorcédo de diversas espécies de algas para diferentes

ides metalicos

Espécie de algas Metal Qmax. (Mg/g) Referéncia

Chlorella vulgaris Cd (1D 86.6 Aksu e Donmez, 2006
Chlorella vulgaris Ni (I1) 58.4 Aksu e Donmez, 2006
Lyngbya putealis Cr (VI) 48.0 Kiran et al., 2006
Chlamydomonas reinhardtii  Cr (VI) 18.2 Arica et al., 2005
Sargassum baccularia Cd (1D 83.2 Hashim e Chu, 2004
Sargassum siliquosum Cd (1) 82.1 Hashim e Chu, 2004
Padina tetrastomatica Cd (II) 59.6 Hashim e Chu, 2004
Chaetomorpha linum Cd (I 54.0 Hashim e Chu, 2004
Gracilaria changii Cd (Ih) 25.9 Hashim e Chu, 2004
Gracilaria edulis Cd (Ih 27.0 Hashim e Chu, 2004
Gracilaria salicornia Cd (1D 18.0 Hashim e Chu, 2004

2.5.1.4- Residuos bioldgicos

Determinados residuos agricolas/florestais podem revelar potencial como adsorventes de
baixo custo, dada a sua abundancia, reduzido valor comercial e considerando o facto de
criarem problemas de deposi¢do. Estima-se que estes subprodutos originam uma
quantidade de cerca de 320.000 ton/ ano de residuos de baixo valor comercial, residuos
estes normalmente compostos por lenhite e celulose como constituintes maiores. Os grupos
funcionais normalmente associados aos residuos agricolas/florestais incluem alcoois,
aldeidos, cetonas, grupos carboxilicos, fendlicos e outros grupos. Estes grupos apresentam
capacidade para sequestrar/acumular metais pesados por substituicdo de ides de hidrogénio
por ides metalicos em solucado ou por doacdo de um par de electrbes de maneira a formar

complexos com os ides metalicos presentes em solugao (Ofomaja e Ho, 2006).
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Na literatura encontram-se variados estudos utilizando residuos biolégicos tais como carolo
de milho modificado para remog¢éo de Cd, Pb e Zn (Vaughan et al., 2001), carvao preparado
a partir de bagago de cana de acgucar para a remog¢ao de Cd e Zn (Mohan e Singh, 2002),
carvao de casca de améndoa, carogo de azeitona, casca de coco e carogo de péssego para

remoc¢ao de Cd e Zn (Ferro-Garcia et al., 1988), entre numerosos outros.

Na tabela seguinte apresentam-se alguns dos mais recentes valores da capacidade de
biossorcao para diferentes tipos de residuos e para diferentes metais pesados, que incluem
residuos tao diversos tais como pinhdes, améndoa de coqueiro, folhas de cha, residuos de
azeitona, residuos de cortica, cassava (um tubérculo utilizado na alimentagdo, na Africa

Ocidental) e lamas activadas.
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Tabela 2.5.1.4.1- Capacidade de biossor¢cao de diversos residuos biolégicos para diferentes

ides metalicos

Residuo biolégico Metal  Qmax. (Mg/Q) Referéncia

Carvao de bagaco Cd(ny 6.2 Srivastava et al., 2006

Carvao de bagaco Ni(ll) 6.5 Srivastava et al., 2006

Cassava (Manihot sculenta) Cr(Vl) 61.8 Horsfall Jr. et al., 2006

Améndoa de coqueiro (copra) Cd (ll) 1.8 Ofomaja e Ho, 2006

Aroucaria angustifolia (pinhao) Cu (ll) 32.2 Lima et al., 2006

Folhas de cha preto Cr(Vl) 455.0 Hossain et al., 2005

Folhas de cha Pb (Il) 73.0 Ahluwalia e Goyal, 2005
Residuos de azeitona Cu(ll) 10.2 Pagnanelli et al., 2005

Residuos de azeitona Cd(l) 5.5 Pagnanelli et al., 2005

Residuos da cortica Cu(ll) 14.0 Chubar et al., 2004

Residuos da cortica Ni(Il) 10.0 Chubar et al., 2004

Lamas activadas Cu (Il) 50.0 Salehizadeh e Shojaosadati, 2003
Lamas activadas Zn (II) 138.0 Salehizadeh e Shojaosadati, 2003

2.5.1.5- Bactérias

Uma bactéria € um organismo unicelular, procarionte, que pode ser encontrado na forma
isolada ou em coldnias e pertencente ao reino Monera. Descobertas por Anton van
Leeuwenhoek em 1683, as bactérias foram incialmente classificadas entre as plantas; em
1894, Ernst Haeckel incluiu-as no reino Protista e actualmente as bactérias compdem um
dos trés dominios do sistema de classificacao cladistico (a Cladistica € um método de
andlise das relagbes evolutivas entre grupos de seres vivos, de modo a obter a sua
"genealogia"). Vulgarmente, utiliza-se o termo "bactéria" para designar também as
archaebactérias, que actualmente constituem um dominio separado. As bactérias séo

normalmente microscopicas ou submicroscépicas (detectaveis apenas ao microscoépio
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electronico), com dimensdes maximas tipicamente da ordem dos 0,5 a 5 micrometros (Holt
et al., 1994).

O uso de bactérias como biossorventes apresenta iniUmeras vantagens das quais se
destaca o seu pequeno tamanho, a ubiquidade, a capacidade de crescimento em condi¢des
controladas e a resiliéncia a uma gama alargada de condigées ambientais (Urrutia, 1997).
Por serem extremamente pequenas, as bactérias apresentam a maior area superficial por
unidade de volume, de qualquer forma independente de vida. Este factor, aliado ao elevado
numero de sitios activos para a quimiosorcao presentes nas suas paredes, faz das bactérias

excelentes biossorventes (Beveridge, 1989).

Os polimeros estruturais presentes nas paredes das células das bactérias fornecem grupos
funcionais acidicos como os carboxilicos, fosforilicos e grupos amino, que sao directamente
responsaveis pela reactividade das células bacterianas (Kulczycki et al., 2002). Todas as
superficies das bactérias sao intrinsecamente reactivas em relacdo aos metais dissolvidos,
apesar dos diferentes formatos das superficies entre as diferentes espécies de bactérias. Foi
provado que, em alguns casos, as células em crescimento sdo capazes de remover metais
continuamente através de mecanismos internos de desintoxicagdo (Godlewska-Zylkiewicz,
2006).

De entre os numerosos trabalhos de biossorgdo com bactérias publicados nos ultimos anos,
destacam-se os de Fein et al. (1997), que usou Bacillus subtillis para estudar as interacgdes
da bactéria com Cd, Cu, Pb e Al. Os seus resultados ndao apenas quantificam as constantes
de desprotonacdo para os importantes grupos funcionais das paredes das células
bacterianas como também quantificam as constantes de estabilidade de adsor¢ao de
importantes metais para com os sitios de biossorgdo. As paredes das células bacterianas
sdo carregadas negativamente em condi¢des de pH acido e os grupos funcionais da parede
celular apresentam um elevado grau de afinidade para com os ides metalicos em solugao.
Mais recentemente Carlos Green-Ruiz (2006), utilizou biomassa de Bacillus sp. para a
remocao de mercurio. Nesse estudo foi usada biomassa morta para biossorver ibes de Hg
(I) a partir de solugbes aquosas a seis diferentes valores de concentracgao inicial. Foi
observado que 0.2 g (peso seco) de biomassa removeram de 0.023 mg (para 0.25 mg/l de
Hg (Il)) até 0.681 mg (para 10.0 mg/I Hg (I1)).

A capacidade de biossorcao das diferentes bactérias Gram-positivas e Gram-negativas tem
sido estudada com diferentes microrganismos. Churchill et al. (1995) usaram estirpes Gram-

negativas de Escherichia coli K-12 e de Pseudomonas aeruginosa e uma estirpe Gram-
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positiva de Micrococcus luteus para demonstrar a biossorgdo de Cu (ll), Cr (lll), Co (Il) e Ni
(1. A analise da eficiéncia da biossor¢ao, em termos de uptake, sugere que as células de
Escherichia coli sdo as mais eficientes na remog¢ao de cobre, cromio e niquel, tendo-se
verificado que a biossor¢gdo do cobalto € mais eficiente com Micrococcus luteus. Estes
resultados sédo contestados por outros autores que afirmam que, em geral, as bactérias
Gram-positivas tém uma maior capacidade de biossorgcdo devido a maior espessura da sua
camada de peptidoglicano que contém numerosos sitios activos para a biossor¢ao (Van
Hullebusch et al., 2003). Os resultados obtidos no ambito desta tese confirmam este facto,
ou seja, entre as bactérias testadas, as Gram-positivas apresentam maiores capacidades de

remocao quando em sistema fechado (Quintelas, 2007a).

Estudos interessantes foram também realizados por Hu et al. (1996) que trabalharam com
Pseudomonas aeruginosa CSU, uma estirpe geneticamente ndo modificada da bactéria,
conhecida como sendo um espécie eficiente para a remocdo de uranio hexavalente
dissolvido. Esta estirpe revelou ser capaz de remover significativamente mais urénio que
certos biossorventes patenteados derivados de algas ou fungos. Outro estudo a merecer
destaque foi o de Li et al., 2006, onde foram utilizadas células de Synechococcus sp. para
estudar os mecanismos de biossorcdo de Cr (VI). Estes autores estudaram as cinéticas de
biossorcao, analisando o efeito do pH, temperatura e concentracido inicial de cromio
hexavalente, e fizeram a analise por FTIR das células antes e apdés o contacto como o
cromio. A conjugacao destes factores permitiu-lhes tirar conclusdes acerca dos mecanismos
de biossorcdo do cromio por parte deste tipo de bactérias. Concluiram entdo que a
biossorcdo de Cr (VI) segue dois passos sequentes, um passo de fixacdo de Cr,O;* por
forca electrostaticas existentes nos sitios activos protonados, seguido por um passo de

reducdo do Cr,0;* a Cr* por grupos reductores presentes na superficie do biossorvente.

Quintelas e Tavares (2001, 2002) efectuaram trabalhos com um biofilme de Arthrobacter
viscosus suportado em carvao activado granular e utilizado para a remogédo de crémio,
cadmio, ferro e chumbo. Fazendo uma analise global ao comportamento dos quatro metais
estudados verificaram que existem grandes diferengcas de comportamento entre os metais
cromio e cadmio e os metais chumbo e ferro. Em relagdo ao cadmio tudo parece apontar
para o facto deste metal ser muito téxico para a bactéria utilizada. O melhor comportamento
global verificado para o chumbo e para o ferro podera ser justificado com a possivel maior
afinidade destes metais para com os sitios de ligacdo a bactéria. Esta maior afinidade
podera estar relacionada com a atraccdo exercida pela carga negativa das células
bacterianas sobre os catides ferro e chumbo. O mais elevado peso atémico do chumbo e o

relativamente pequeno raio i6nico do ferro contribuem para o seu melhor desempenho
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(Avery e Tobin, 1992). Outra estirpe de Arthrobacter foi estudada por Horton et al., 2006,
que testaram a utilizagdo de Arthrobacter aurescens na reducdo de crémio hexavalente.
Estes autores concluiram que esta bactéria ndo s6 tem capacidade para reduzir o Cr (VI)
como também consegue interagir com outros metais tais como mercurio, chumbo, niquel ou

cobre.

Na tabela seguinte apresentam-se alguns dos mais recentes valores da capacidade de
biossorcao, para diferentes espécies de bactéria e para diferentes metais pesados, retirados

de trabalhos recentemente publicados.

Tabela 2.5.1.5.1- Capacidade de biossorcdo de diversas espécies de bactérias para

diferentes ides metalicos

Espécie de bactéria Metal Qmax. (Mg/g) Referéncia

Bacillus sp. Pb (Il) 92.3 Tunali et al., 2006

Bacillus sp. Cu (ID) 16.3 Tunali et al., 2006

Pseudomonas sp. La (lI) 1.9 Kazy et al., 2006

Consorcio bacteriano Cr (VI) 90.9 Sannasi et al., 2006

Consorcio bacteriano Pb (Il) 238.1 Sannasi et al., 2006

Consorcio bacteriano Cu (ID) 178.9 Sannasi et al., 2006

Bacillus thuringiensis Cr (VI) 28.6 Sahim e Ozturk, 2005

(células vegetativas)

Bacillus thuringiensis Cr (VI) 34.2 Sahim e Ozturk, 2005

(esporos)

Streptococcus equisimilis Cr (VI) 25.9 Goyal et al., 2003

Arthrobacter sp. Pb (Il) 130 Salehizadeh e Shojaosadati, 2003
Zoogloea ramigera Cu (ID) 29 Salehizadeh e Shojaosadati, 2003
Bacillus firmus Zn (1) 418 Salehizadeh e Shojaosadati, 2003
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2.5.1.5.1- Microrganismos usados no desenvolvimento deste trabalho de investigacao

Para a execucgao do trabalho experimental descrito nesta tese foram utilizados os seguintes
géneros de bactérias: Arthrobacter, Bacillus, Escherichia e Streptococcus. Das suas
principais caracteristicas bem como de algumas curiosidades se dara conta nos pontos

seguintes.

Arthrobacter sp.

As bactérias do género Arthrobacter sdo normais habitantes do solo e exercem varias
fungdes importantes na area da remocdo de produtos quimicos. Recentemente foi
descoberto que varias espécies de Arthrobacter podem reduzir o cromio hexavalente, o qual
causa sérios problemas ambientais e graves problemas de saude no ser humano. Estas
bactérias sdo também capazes de degradar pesticidas agricolas e sao importantes agentes

de mineralizacdo de matéria organica (Perry e Staley, 1997).

As Arthrobacteria sdo bactérias esféricas e de tamanho uniforme, na sua fase estacionaria
de crescimento. Sao caracterizadas pelo seu pleomorfismo (propriedade de certos seres
inferiores apresentarem diferentes formas ao longo da vida) e variabilidade Gram, ou seja,
estas bactérias sdo Gram-negativas, no inicio da fase de crescimento, tornando-se Gram-
positivas em fases posteriores (Paul e Clark, 1989). Estas bactérias sao nutricionalmente
versateis, usando uma variedade de substratos no seu metabolismo oxidativo incluindo
nicotina, acidos nucleicos e varios herbicidas e pesticidas. A temperatura Optima de
crescimento situa-se entre 25-30 °C e a sua capsula contém glucose, galactose e acido

manurénico (Neidhart et al., 1990).

Estudos indicam que pelo menos duas espécies de Arthrobacter, Arthrobacter globiformis e
Arthrobacter nicotianae, exibem metabolismo anaerébio. Em camadas superiores do solo
habitadas por Arthrobacteria, as mudangas na concentragdo de oxigénio sao frequentes e
estas espécies de Arthrobacter tiveram de adoptar estratégias de crescimento
independentes do oxigénio de modo a sobreviver a periodos de limitagdo no teor de
oxigénio. Estas espécies usam nitrato como aceitador de electrdes no final da cadeia

respiratoria, reduzindo-o para amoénia via nitrito (Eschbach et al., 2003).
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Bacillus sp.

Em 1872, Ferdinand Cohn, um estudante de Robert Koch (Heinrich Hermann Robert Koch,
médico, patologista e bacteriologista alemao; foi um dos fundadores da microbiologia e um
dos principais responsaveis pela actual compreensdo da epidemiologia das doengas
transmissiveis), reconheceu e deu o0 nome a bactéria Bacillus subtilis. Este acontecimento é

o primeiro relato da descoberta de uma bactéria do género Bacillus (Handelsman, 2004).

As bactérias do género Bacillus sdao em forma de bastonete, Gram-positivas, aérobias
obrigatérias ou facultativas (Turnbull, 1996). Ubiquas na Natureza, incluem espécies
patogénicas e ndo patogénicas. Em condi¢des ambientais extremas, as células produzem
endosporos ovais que podem permanecer “adormecidos” por longos periodos de tempo.
Estas caracteristicas originalmente definiam o género, mas actualmente nem todos os

elementos deste género apresentam estas caracteristicas (Madigan e Martinko, 2005).

A inusual resisténcia dos seus endosporos a agentes quimicos e fisicos, o desenvolvimento
de um ciclo de formagao de endosporos, a producido de antibidticos, a toxicidade dos seus
esporos para muitos insectos e a espécie patogénica Bacillus anthracis, atrairam atencao
continua para o género desde o tempo de Koch. Existe uma grande diversidade na fisiologia
entre os membros do género e actualmente as caracteristicas dos membros deste género
incluem: a degradagcdo de quase todos os substratos derivados de plantas e animais,
incluindo celulose, amido, pectina, proteinas, agar, hidrocarbonetos e outros; a produgao de
antibioticos, a nitrificacdo e desnitrificacdo, a fixacdo de azoto, a autotrofia, a acidofilia
(capacidade para viver em ambientes acidos), a termofilia, o parasitismo e a formacgao de

esporos (Turnbull, 1996).

Escherichia sp.

O nome deste género de bactérias provém do seu descobridor, Theodor Escherich, médico
austriaco, que viveu nos finais do século XIX. Dentro deste género, a bactéria Escherichia
coli foi e € muito estudada enquanto modelo geral para os mecanismos biolégicos das
bactérias (FDA, 2002).

Escherichia € um género de bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de esporos,
anaerobias facultativas, em forma de bastdo, da familia Enterobacteriaceae (Madigan e
Martinko, 2005). Habitantes do tracto gastrointestinal dos animais de sangue quente, as

espécies do género Escherichia proporcionam uma dose de vitamina K aos seus
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hospedeiros. Algumas das espécies de Escherichia sdo patogénicas para os humanos
(Guentzel, 1996) e sdo conhecidas como a causa mais comum de infecgbes do aparelho
urinario (Ronald, 2003), de doencgas do foro gastrointestinal desde a diarreia a disenteria
(Madigan e Martinko, 2005), bem como a uma gama alargada de outros estados
patogénicos. Enquanto a Escherichia coli é a responsavel pela grande maioria das doengas
provocadas por bactérias do género Escherichia, outros membros deste género sdo também

causadores de doencgas em seres humanos (Pien et al., 1985; Chaudhury et al., 1999).

A Escherichia coli € um dos poucos seres vivos capazes de produzir todos os componentes
da sua constituicdo a partir de compostos basicos e fontes de energia suficientes. Possui
fimbrias ou adesinas que permitem a sua fixacdo, impedindo o arrastamento pela urina ou
diarreia. Muitas produzem exotoxinas. Sdo0 muito sensiveis aos ambientes secos,
incompativeis com a sua sobrevivéncia. Possuem lipopolissacarideos (LPS), como todas as
bactérias Gram-negativas. Os lipopolissacarideos activam o sistema imunitario de forma
desproporcionada e a vasodilatacdo excessiva provocada pelas citocinas produzidas pode

levar ao choque séptico e morte em casos de septicémia.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp. sdo bactérias com forma de coco, Gram-positivas e causadoras de
doencas no ser humano. A maioria das espécies no entanto é inofensiva. Sdo dos
patogénicos mais comuns. Os cocos agrupam-se em colonias lineares ou aos pares. Sao
imoveis, ja que ndo possuem orgaos de locomocgao (como flagelos e cilios). Nenhum fabrica
a enzima catalase, sendo portanto catalase-negativos, uma distingdo importante em relagéo
ao género Staphylococcus. Todos os estreptococos sdo anaerdbios facultativos, podendo
viver na auséncia de oxigénio (fermentando os nutrientes em acido lactico) mas preferindo a

sua presenca (Ryan e Ray, 2004).

As bactérias do género Streptococcus sao classificadas de acordo com a sua capacidade de
provocar lise (morte celular) em eritrocitos hemoliticos: na fracgcdo alfa (hemolise
incompleta), na fracgdo beta (hemolise total) ou na fracgdo gama (nenhuma hemolise)
(Patterson, 1996). Também podem ser classificadas de acordo com os carbohidratos nas
suas membranas, de acordo com a classificacdo de Rebecca Lancefield, uma
microbiologista americana, classificacdo essa ainda em vigor (Lancefield 1933; Facklam,
2002):
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Grupo A: Streptococcus pyogenes é o mais importante representante deste grupo e
sendo beta-hemolitico causa a faringite estreptocdcica, a mais comum forma de
faringite.

Grupo B: A espécie mais importante é o Streptococcus agalactiae, que pode ser beta
ou gama-hemolitico. Causa meningite em neonatos.

Grupo C: Aqui destaca-se a espécie Streptococcus pneumoniae que é alfa-
hemolitica e causa pneumonia.

Grupo D: Inclui o importante grupo das Streptococcus viridans (ndo sao uma espécie
mas antes um grupo de espécies de caracteristicas muito similares). Sao frequentes
nos dentes e podem causar abcessos dentarios ou endocardite. Muitos dos
primitivos elementos deste grupo D foram posteriormente reclassificados e colocados
no género Enterococcus (que inclui as espécies S. faecalis, S. faciem, S. durans e S.
avium) (Ruoff, 1990).

2.5.2- Biofilmes: Ciéncia e Aplicacbes

2.5.2.1- Conceito e importancia

Os biofilmes podem ser definidos como comunidades de microrganismos ligados a uma
superficie (O Toole et al., 2000; Le Cloirec et al., 2003). De acordo com Jefferson (2004)

existem quatro potenciais incentivos a formagao de biofilmes:

1-

Defesa (protecgdo contra condigcbes adversas): os biofilmes resistem melhor a
condicbes desfavoraveis como por exemplo a privagdo de nutrientes, mudancas de
pH, aos radicais de oxigénio, a desinfectantes e antibidticos, a fagocitose, do que as
células livres;

Colonizacao (formacado de biofilme como mecanismo para permanecer num nicho
favoravel): os microrganismos desenvolvem iniUmeras estratégias de sobrevivéncia e
uma deles prende-se com a fixagdo a ambientes favoraveis. Quando em ambiente
ideal os microrganismos libertam proteinas para a sua superficie, chamadas
MSCRAMM's (microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules),
que normalmente desempenham um papel chave nas fases iniciais de adesao dos
microrganismos a superficies sélidas (Patti et al., 1994);

Comunidade (utilizagdo de beneficios coorporativos): existem algumas semelhangas

entre biofilmes bacterianos e organismos multicelulares. Por exemplo, as bactérias,
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mesmo na forma isolada, podem pressentir alteragcdes no meio que as rodeia e isso
permite-lhes ajustar os seus processos metabdlicos de modo a maximizar o uso de
substratos disponiveis e a aumentar a proteccido as condi¢coes adversas. Quando as
bactérias crescem na forma de biofilme, estas alteracbes a nivel de processos
metabolicos podem ser divididas/partilhadas pelas bactérias de modo a existir uma
diferenciacdo celular (células com diferentes fins) como nos organismos
multicelulares;

4- Modo expontaneo de crescimento: em laboratério, as bactérias geralmente crescem
na forma livre, mas o utdpico microcosmos criado nos recipientes de cultura foi
desenhado para maximizar as taxas de crescimento das bactérias e ndo para
reproduzir as condicbes ambientais normais das bactérias. As bactérias passam a
maior parte da sua existéncia natural crescendo como biofilmes. E possivel que a
existéncia de um suporte apropriado para a ligacdo, seja condicdo unica para
estimular a formagao do biofilme. Existem muitas evidéncias de que imediatamente
apés a adesao inicial das bactérias a um suporte soélido, comegam a ocorrer
alteragbes nos genes reguladores (O Toole et al., 2000; Kuchma e O'Toole, 2000).
Isto sugere que as células efectivamente pressentem as superficies solidas as quais
se ligam e este sinal funciona como estimulo em cascata, ou seja transmite as

células préximas o modelo para a formacao do biofilme.

Os biofiimes podem ter efeitos tanto benéficos como prejudiciais no meio ambiente, na
salude humana e nos equipamentos industriais. Sdo exemplos de biofilmes benéficos, os
biofilmes fixados a suportes soélidos no interior dos bio-reactores de tratamento de efluentes,
onde os microrganismos contribuem para a degradagdo da poluigdo. A utilizacdo de
Acetobacter na producao de vinagre por oxidacao biolégica do etanol e a extracgao de cobre
por lixiviagdo microbiolégica sdo outros exemplos da utilidade dos biofilmes microbianos
(Bryers, 1994). Por outro lado, os filmes biolégicos que aderem e crescem em permutadores
de calor, em membranas de osmose inversa e em circuitos de distribuicdo de agua sao
indesejaveis pois fazem aumentar a queda de pressdo, provocam corrosio, introduzem
resisténcias térmicas nos permutadores de calor e contaminam a agua de abastecimento
publico (Melo, 1994).

A acumulagao/sequestro de ides metalicos com recurso a biofilmes é relatada por diversos
autores: Quintelas e Tavares (2001, 2002) usaram um biofilme de Arthrobacter viscosus
para remover Cr (VI), Cd (Il), Pb (Il) e Fe (ll) e Quintelas et al. (2006) utilizaram um biofilme

da mesma bactéria para remover clorofenol, ortocresol e fenol com ou sem a presencga de Cr
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(VI). Kang et al. (2006) aplicaram um biofilme de Pseudomonas aeruginosa para remover Cr
(1), Ni (I1) e Co (Il) e Leonhauser et al. (2006) estudaram o comportamento de um biofilme
de Aeromonas hydrophila e Pseudomonas putida na remogao de mercurio. Quintelas et al.
(2007a, 2007b) utilizaram trés diferentes biofilmes, de Bacillus coagulans, Escherichia coli e
Streptococcus equisimilis, para a remogao de Cr (VI). A utilizagdo conjunta dum biofilme
suportado em GAC com um biofilme suportado em zedlitos naturais foi testada por Lameiras
(2007). Singh et al., (2006) realizaram um elaborado trabalho de revisao sobre a formagéao e
regulacao de biofilmes, a importancia da transferéncia de genes e discutiram a aplicacao de

processos de bioremediagdo com recurso a biofilmes.

2.5.2.2- Mecanismos de formacéao

Os mecanismos de formacao de biofilmes tém sido estudados por varios autores. Palmer e
White (1997) tragam em linha gerais os passos para as fases iniciais da formacao de
biofiimes que incluem interacgdes célula-superficie (suporte) e célula-célula, seguido pelo
desenvolvimento do biofilme maduro. Nessa altura, as determinantes moleculares
requeridas para estes passos ainda nao tinham sido identificadas, mas muitos dos
pressupostos do modelo destes autores continuam a ser verdadeiros. Alguns estudos
prévios sobre as fases iniciais da ligagdo de bactérias a suportes sugerem que modelos
quimicos simples podem explicar o comportamento das bactérias durante esta fase inicial de
ligagdo (Marshall et al., 1977; McEldowney e Fletcher, 1986; Grasso et al., 1996; Fletcher,
1996). Embora estes passos quimicos simples devam contribuir para as interacgbes célula-

superficie (suporte), os processos de ligagdo na fase inicial sdo muito mais complexos.

Os estudos sobre a formacao de biofilmes indicam que os biofilmes sdo uma etapa estavel
num ciclo biolégico que inclui iniciagdo, maturagdo, manutencédo e dissolugdo (Figura
2.5.2.2.1). As bactérias parecem iniciar o desenvolvimento do biofilme em resposta a
estimulos ambientais especificos tais como a disponibilidade de nutrientes. Estes biofilmes
continuam o seu desenvolvimento de acordo com o grau de fornecimento de novos
nutrientes, mas quando séo privados dos mesmos, comegam a desligar-se da superficie e
voltam a forma isolada e livre de crescimento. A deplecgao local de nutrientes despoleta uma
busca de fontes alternativas, de acordo com as adaptacdes que as bactérias sofrem quando

os nutrientes se tornam escassos (O Toole et al., 2000).

A figura seguinte pretende representar de uma forma esquematica o modelo de

desenvolvimento de biofilmes focado no paragrafo anterior.
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Figura 2.5.2.2.1- Modelo de desenvolvimento de um biofilme, segundo O Toole et al., 2000.

Na passada década foi desenvolvido outro estudo (Melo, 1994), no qual se afirmava que os
principais fendmenos envolvidos na formacao de biofilmes em contacto com um meio liquido
séo: formagéo de uma monocamada de moléculas organicas na superficie do suporte (“filme
condicionador”), transporte de microrganismos e outras particulas para a superficie, adesao
de microrganismos a superficie, transporte de nutrientes/substrato (tanto através do liquido
para a interface liquido-biofilme, como no interior do filme microbiano), reac¢édo bioquimica
no interior da biopelicula (consumo de substrato, com crescimento dos microrganismos e
producdao de polimeros), transporte de metabolitos desde o interior da pelicula
microbioldgica para o exterior, eroséo superficial ou descolamento subito (“sloughing off”) de
por¢cdes de biofilme. Os processos envolvidos na formagdo e acumulacdo de biofilmes

descritos por Melo (1994) foram mais tarde confirmados por Xavier et al. (2003).

Os fenémenos descritos por Melo (1994) e Xavier et al. (2003) encontram-se representados
na Figura 2.5.2.2.2.
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Figura 2.5.2.2.2- Etapas na formagao de um biofilme segundo o modelo apresentado por
Melo (1994) e Xavier et al. (2003) (Adaptado de Xavier et al. (2003)).

Ainda segundo estes autores, o estabelecimento da monocamada de moléculas organicas
na superficie do suporte é rapida apds o transporte e a adsorcdo ao suporte de moléculas
organicas existentes no liquido. Estas moléculas podem formar cadeias poliméricas que, por
interacgdo com a superficie dos microrganismos, estabelecem pontes suficientemente fortes
para permitir aos microrganismos uma adesdo estavel. Uma vez constituida a primeira

camada de microrganismos, a posterior adesao de outros microrganismos € favorecida.

O transporte de substrato/nutrientes é feito por difusdo desde a superficie até ao interior do
biofiime. O biofilme vai, deste modo, crescendo tanto em massa como em espessura,
através da reproducédo dos microrganismos e da segregagao de polimeros extracelulares.
Ao mesmo tempo, as forgcas hidrodindmicas exteriores e outros fendmenos (producio de
gas pelos microrganismos, por exemplo) provocam a erosido ou o deslocamento de partes
do biofilme. Este efeito, contrario ao crescimento da pelicula, é tanto mais intenso quanto
maiores forem a espessura da pelicula microbiana e a velocidade do liquido. Deste modo, o
biofilme tende a atingir uma espessura maxima que se mantém quase constante ao longo

do tempo, com flutuagdes a volta de um valor médio (Melo, 1994).
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Uma vez estabelecido um ponto de apoio dos microrganismos a um suporte, estes
comecam a sofrer uma série de mudancas que lhes permitem adaptar-se a vida numa
superficie. Sdo estas mudancgas que constituem uma nova area de investigagao visto terem
sido ainda pouco exploradas. As adaptagdes que entretanto ja foram observadas incluem a
producao/libertagdo de grandes quantidades de exopolissacaridos que podem proteger o

biofilme e promover a resisténcia aos agentes biocidas (O Toole, 2000).

2.5.2.3- A importancia dos exopolissacaridos (EPS)

A sintese de substancias poliméricas extracelulares por parte das bactérias constitui um

aspecto de especial relevancia no desenvolvimento de biofilmes.

A composicdo principal dos EPS inclui uma complexa mistura de polielectrolitos
macromoleculares tais como polissacaridos, proteinas, acidos nucléicos (Omoike e
Chorover, 2004), lipidos ou substancias humicas (Van Hullebusch et al., 2003). Por outro
lado, estas moléculas constituintes dos EPS contém grupos funcionais ionizaveis tais como
grupos carboxilicos, fosféricos, amino e hidréxilicos (Van Hullebusch et al., 2003). Sao varias
as importantes fungbes que podem ser atribuidas aos EPS. Destacam-se a adesdo a
superficies, a agregagcdo de células bacterianas em flocos, a estabilizacdo da estrutura
flocular, a formacado de uma barreira de protec¢cdo que confere ao biofilme resisténcia a
biocidas ou outros agentes prejudiciais, a retencdo de agua, a sorcdo de compostos
organicos exogenos que permite a acumulagdo de nutrientes a partir do ambiente e
actividades enzimaticas, tais como a digestdo de macromoléculas exégenas para aquisicao
de nutrientes metalicos (Comte et al., 2006). De facto, a matriz de EPS é um meio que
permite a cooperagdo e a comunicagao entre as células promovendo agregados

microbianos.

Algumas das fungdes anteriormente descritas tém um papel chave nos processos de
biossor¢cao. Aquino e Stuckey (2004) afirmam que na presenga de cromio, a biomassa
parece produzir mais EPS (principalmente produtos microbianos soluveis), indicando que tal

pode ajudar a enfrentar com éxito o stress provocado pela presenca de metais.

O importante papel dos EPS no processo de formacgao dos biofilmes- tanto nas fases iniciais
como nas fases posteriores - é confirmada pelos estudos efectuados por Jefferson (2004),
Nnos quais se compararam 0s genes necessarios para a formagdo de um biofilme com os

genes envolvidos na sintese de polissacaridos.
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E extraordinario que a maioria dos microrganismos paregcam capazes de efectuar o seu
percurso de vida na forma de biofiime, independentemente das suas capacidades
fisiologicas. Existem estudos que sugerem que a hidrofobicidade global e/ou carga da
superficie de uma bactéria podem servir como um bom indicador das superficies/suportes

que a mesma pode colonizar (Costerton et al., 1995).

Neste trabalho de investigagdo foi usado como suporte para a formagédo do biofilme, o

carvao activado granular (GAC), que sera objecto de apresentagao no ponto seguinte.

2.5.3- Carvao activado

O uso de carvdo nos mais variados processos remonta a tempos muito recuados. A
utilizacdo de carvdo para a filtragdo de agua para beber ja era feita pelos Hindus na india e
usado com fins medicinais (adsorvente e agente purificante) pelos Egipcios em 1500 a.C.
(Cheremisinoff e Angelo, 1980).

O carvao consiste em material carbonizado a temperaturas e pressoes elevadas. Existem
carvoes das mais variadas proveniéncias. De acordo com a matéria-prima que lhe deu
origem, serdo produzidos carvbes com propriedades diferentes. As matérias-primas mais
comuns utilizadas no fabrico de carvdes activados incluem madeira, serradura, lenhite, turfa,

carvao de pedra, cascas de coco e residuos de petréleo (AWWA, 1971).

As caracteristicas mais importantes na escolha do tipo de carvao sao a estrutura porosa,
tamanho das particulas e area superficial total (Clark, 1989). Apds a selec¢ao do material a
usar, existem varios métodos que visam a activacdo do carvao. Este processo de activacao
consiste na “limpeza” dos espacos da rede cristalina por remogao de particulas soltas de
carvao e na remogao de espécies adsorvidas na superficie. Existem dois tipos de activacao
(Mohan e Pittman Jr, 2006):

1- a activagao fisica ou térmica, que envolve a carbonizagdo a 500-600°C com o
objectivo de eliminar a matéria organica, seguida de activagao propriamente dita um
gas oxidante como o CO,, vapor de agua ou gas combustivel a 800-1000°C para
desenvolver a porosidade e a area superficial;

2- a activagdo quimica, que envolve a incorporagdo de aditivos inorganicos: cloretos

metalicos, como o cloreto de zinco ou o acido fosforico, KOH, sais de amonia,
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boratos, éxido de calcio, compostos férricos e ferrosos, didoxido de manganésio, sais

de niquel, entre outros, no carvao antes da sua carbonizagao.

Ainda segundo aqueles autores, a diferenga entre a activagdo quimica e a activagao fisica
reside no niumero de passos requeridos para a activacdo e na temperatura de activacao. A
activagdo quimica ocorre num passo enquanto a activagao fisica necessita de dois passos,
carbonizagao e activagdo. As temperaturas de activagdo nos processos de activacao fisica
situam-se entre os 800 e os 1000°C, sendo mais altas que as temperaturas utilizadas nos

processos de activagdo quimica (200- 800°C).

Os carvobes activados podem classificar-se em carvdes acidos e carvdes basicos, de acordo

com a classificagdo de Steenberg (Mattson e Mark Jr, 1971):

1- os carvoes activados a temperaturas entre 200 e 400°C, chamados carvoes L,
geralmente desenvolvem superficies acidicas e originam solu¢des de baixo valor de
pH. Estes carvdes adsorvem bases, sao hidrofilicos e tém potencial zeta negativo;

2- os carvbes activados a temperaturas na gama 800-1000°C, chamados carvoes H,
desenvolvem superficies basicas e, em solugdo, fazem subir o valor de pH.
Adsorvem acidos e tem um potencial zeta positivo. No entanto, quando os carvbes
estdo a arrefecer, se estiverem em contacto com o ar, o potencial zeta muda de

positivo para negativo devido a formagao de superficies 6xidas acidicas.

A industria da agua utiliza o carvédo activado das mais variadas formas. O carvéo activado
em po (PAC) é frequentemente usado para tratar os problemas relacionados com o odor e
sabor da agua. Mallevialle e Suffet (1992) referem também o seu uso na destruicdo do
ozono residual e na prevencdo da contaminagdo quimica. O PAC é depois removido da

agua por processos de coagulacao, floculagdo e sedimentagao.

O carvao activado granular (GAC) é usado em colunas de filtragdo nos processos
tradicionalmente usados nas estagcbes de tratamento de agua para consumo humano. A
camada de GAC pode ser revestida por microrganismos capazes de metabolizar compostos

organicos presentes na agua (Hoehn, 1996).

Os carvdes activados, pela elevada area superficial, caracter microporoso e natureza
quimica da sua superficie, elevada capacidade e velocidade de adsorcdo, sdo potenciais
adsorventes para a remogao de metais pesados de aguas residuais (Kobya et al., 2005;
Song et al., 2006).
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A figura seguinte pretende ilustrar o caracter microporoso do carvao. E bem visivel o sistema
de poros e fissuras. Esta particularidade confere ao carvao uma elevada area superficial em

comparacgao com a superficie exterior da particula.

Figura 2.5.3.1- Estrutura microporosa do carvao (retirado de http://ewr.cee.vt.edu/).

A utilizagao conjunta de carvao activado com um biofilme foi efectuada pela primeira vez na
década de 90 por Scott (Scott et al., 1995; Scott e Karanjkar, 1998). Desde entdo varios
trabalhos foram desenvolvidos utilizando diferentes microrganismos para a remogao de
diferentes metais pesados, na presenga ou ndo de compostos organicos. Destacam-se os
trabalhos de Quintelas e Tavares (2002, 2001) e Quintelas et al. (2006, 2007a, 2007b).

2.5.4- Mecanismos de biossorcéo

A complexidade da estrutura dos diversos microrganismos implica a existéncia de diferentes
mecanismos para capturar ibes metalicos por parte das células (Veglio e Beolchini, 1997).
Assim, os mecanismos de biossor¢do sdo também variados e em alguns casos ainda nao

completamente entendidos.

Segundo aqueles autores, os mecanismos de biossor¢do podem ser classificados como
dependentes ou como independentes do metabolismo metabolismo celular.

De acordo com a localizagao na célula do metal removido a solugao, a biossorcao pode ser

classificada como:

1- acumulacao extracelular/ precipitacao

2- sorcao a superficie da célula/ precipitagao
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3- acumulagao intracelular.

A Figura 2.5.4.1 resume os varios mecanismos de biossorgao.

O transporte do metal através da membrana celular produz acumulacéo intracelular, a qual é
dependente do metabolismo celular. Isto implica que este tipo de biossorgdo s6 ocorra em
células viaveis e normalmente associa-se ao sistema de defesa dos microrganismos, por
reaccao a presenca de um metal toxico. A biossor¢do nao é imediata pois requer um tempo
de equilibrio necessario a reacgdo do microrganismo (Figura 2.5.4.1, Veglio e Beolchini,
1997).

No caso em que ocorrem interacgdes fisico-quimicas entre o metal e os grupos funcionais
da superficie das células, baseadas em adsorcéo fisica, troca idnica e complexacao, existe
uma sorcgao na superficie celular, a qual é independente do metabolismo (Figura 2.5.4.1). As
paredes celulares da biomassa microbiana, maioritariamente compostas por
polissacarideos, proteinas e lipidos, oferecem grande quantidade de grupos funcionais
capazes de capturar ides metalicos, como sejam os grupos carboxilicos, hidroxilicos, sulfato,
fosfato e grupos amino. Este fendmeno fisico-quimico de biossor¢do de metais,
independente do metabolismo, é relativamente rapido e pode ser reversivel (Kuyucak e
Volesky, 1988). Predominando este mecanismo, na realidade o mecanismo mais comum, a
biomassa apresenta todas as caracteristicas quimicas duma resina de troca iénica ou de um
carvao activado, revelando, assim, enormes vantagens a nivel industrial, fundamentalmente

pela possibilidade de dessorcao e de reutilizacdo da biomassa.

A eventual precipitacdo pode ocorrer tanto em solugdo como na superficie das células
(Ercole et al., 1994). Além disso, pode ser dependente do metabolismo celular se, na
presencga de metais téxicos, o microrganismo produzir compostos que favorecem o processo
de precipitacdo. Por outro lado, a precipitacdo pode ser independente do metabolismo das

células, ocorrendo apés uma interacgao quimica entre o metal e a superficie celular.
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Figura 2.5.4.1- Mecanismos de biossorcdo. Em a) Classificacdo de acordo com a
dependéncia em relacdo ao metabolismo celular, em b) Classificacdo de acordo com a

localizagdo do metal removido (Veglio e Beolchini, 1997).
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A biossorcado de ides metalicos em solugdes aquosas por biofilmes foi estudada por Le
Cloirec (2003), que estabeleceu e discutiu os mecanismos de interac¢ado entre os ides

metalicos e os biofilmes em termos de difusao, transferéncia de massa e sorcao.
Segundo este autor, 0 mecanismo de biossor¢do correspondente a transferéncia dos ides

da solugao para o biofilme e as interac¢des entre os ides e o biofilme, é descrito por varios

passos que se encontram representados esquematicamente na Figura 2.5.4.2.

MX

Direccao da transferéncia de massa

Suporte Biofilme

Figura 2.5.4.2- Representagdo esquematica dos mecanismo de remocéo de ides metalicos
incluindo difusdo no liquido-bioacumulagao-biossorgao-difusdo no biofilme; MX representa o

iao metalico (Adaptado de Le Cloirec et al., 2003).

Os diferentes passos, representados na figura, podem ser descritos da seguinte forma:

1- difusdo massiva: os ides metalicos presentes na solugcao difundem para a superficie
externa do biofilme, devido aos gradientes de concentragdo de soluto existentes
entre a solugao e o solido;

2- transferéncia de massa externa: a transferéncia de massa ocorre ao longo da
camada limite sobreposta ao biofiime; a espessura da camada é funcdo da

turbuléncia do sistema;
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3- o idao metdlico interage muito rapidamente com o biofilme e especialmente com a

parede das bactérias. Estas interaccbes parecem ser complexas e 0s mecanismos

podem ser resultado de multiplos passos onde se inclui:

7

bioacumulagédo- ocorre somente em células vivas e é uma das possiveis
interaccdes entre microrganismos e ides metalicos em solugdo que passam
por caminhos metabdlicos; os metais sdo incorporados e participam em todos
as fases do crescimento microbiano, alguns serdo mesmo essenciais para a
realizacao de funcgbes bioldgicas;

oxidacao e/ou redugdo por enzimas de modo a obter um composto menos
téxico, como por exemplo, a reducdo de Hg (ll) a Hg por parte duma
dehidrogenase presente no citoplasma;

producdo de enzimas capazes de degradar compostos orgéanicos e/ou
metalicos;

precipitagcao extracelular por metabolitos produzidos por bactérias;
complexagao extracelular de ides metalicos que pode ocorrer por interaccéo
com compostos quelantes ou com compostos organicos como, por exemplo,
o acetato, gluconato e citrato, presentes nos biofilmes;

biossorcdo na superficie das bactérias, que inclui mecanismos como
adsorcao (interacgbes de Van der Walls), troca ibnica, complexacao,

quelagao e precipitacao (Volesky, 1990);

4- lenta difusdo a superficie: apds uma interaccgéo fraca, os ides difundem na superficie

do biossorvente, neste caso, a difusividade &€ muito baixa e os ides metalicos
interagem com as paredes das bactérias de acordo com os mecanismos descritos no
passo 3;

difusdo para o interior do biofilme antes das reac¢des de interacgdo com as
bactérias;

interacgbes com as bactérias presentes no interior do biofilme sendo os mecanismos

similares aos descritos no passo 3.

Mais recentemente, Mohan e Pittman Jr. (2006) referem que a adsorcdo de Cr (VI) por

biossorventes consiste em dois tipos de uptake:

1- os ides de cromio hexavalente sdo removidos por adsor¢do no interior do

biossorvente;

Implementagéo e Desenvolvimento de Sistemas de Biossorgao para Fixacdo de Metais Pesados 48



Capitulo 2- Estado da Arte

2- o Cr (VI) é reduzido a Cr (Ill) e este estado trivalente é adsorvido a superficie externa

do biossorvente.

Os parametros principais que condicionam o mecanismo de biossor¢céo de Cr (VI)/Cr (lll)
sdo: pH, temperatura, grau de mistura ou gradiente de velocidade, concentragdo de crémio,

tamanho das particulas, quantidade e tipo de biosorvente.

A investigacdo sobre as interacgdes entre os biossorventes e as espécies idnicas presentes
em solucio (protdes, metais pesados, alcalinos e alcalino-terrosos) € um passo fundamental
para o aumento da “performance” de biossor¢cdo e para a optimizacdo das condigbes de
operacdo. Neste sentido, os modelos de equilibrio/cinética sdo importantes ferramentas
matematicas para generalizar os sistemas de biossor¢do ao tratamento de efluentes

industriais reais e para identificar condicbes 6ptimas de operacao (Pagnanelli et al., 2005).

No ponto seguinte serdo discutidos os modelos utilizados para descrever os processos de
biossorcao referidos nesta dissertagcdo, tanto para os ensaios em sistema fechado

(descontinuo) como para os ensaios em sistema aberto (continuo).

2.5.5- Biossorcdo aplicada a remocao de compostos organicos

Varios autores tém estudado a remocgao de compostos organicos: destacam-se os trabalhos
efectuados por Aktas e Cecen (2007) que estudaram a remocéo de 2-clorofenol por quatro
tipos de carvao activado e fizeram estudos de biodegradagéo e bioregeneracao utilizando
lamas activadas; os estudos de Radhika e Palanivelu (2006) que utilizaram carvoes
preparados a partir de casca de coco para a remogao de p-clorofenol e 2, 4, 6 — triclorofenol
e fizeram a comparagao dos resultados com os obtidos utilizando carvao activado comercial
e concluiram que as taxas de remocao sao bastante similares; os trabalhos de Wu e Yu
(2006, 2007) que utilizaram um fungo, Phanerochaete chrysosporium, para a remogao de 2,
4 — diclorofenol, 2 — clorofenol, 4 — clorofenol e fenol e, ainda, os de Rubin et al. (2006) com
a alga castanha, Sargassum muticum, para a remog¢ao dos mesmos compostos. Wu e Yu
concluiram que o fungo utilizado apresentava melhores resultados de remocao para o fenol
enquanto os segundo chegaram a conclusédo que a alga castanha por eles utilizada removia
mais eficazmente o 4- clorofenol. Estudos mais aprofundados da remocao de fenol foram
efectuados por Canizares et al. (2006) e por Przepiodrski (2006), com carvdoes modificados,
por Efremenko e Sheintuch (2006) que estudaram a capacidade de adsorgao, selectividade
e estrutura porosa do carvao usando como modelo a remocéo de fenol e por Vasquez et al.,

(2006) que utilizaram um residuo florestal, casca de pinheiro- Pinus pinaster, para ensaios
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de equilibrio e de cinética. Estudos de remocado de o-cresol sdo mais raros, no entanto
destacam-se os de Eren e Afsin (2007) que estudaram a remogao de cresol usando argilas
de troca cationica, os de Wernert et al. (2006) que estudaram a adsorgcéo de cresol em
membranas de didlise e zedlitos e os de Lin et al. (2006) que testaram a adsor¢ao deste
composto em argilas e posterior tratamento com membranas de filtragdo. A utilizagdo de
microrganismos para a remocgao de cresodis foi estudada por Tallur et al. (2006) que
estudaram a biodegradacao de p-cresol por Bacillus sp e concluiram que esta bactéria é
capaz de utilizar p- cresol como fonte de carbono e energia. Estes autores afirmam que os
microrganismos desempenham um papel vital na biodegradagdo de compostos téxicos
presentes no ambiente e que a bioremediacdo € o método mais eficiente em termos de
relacdo custo-beneficio para a completa destruicdo de poluentes organicos. Estudos
desenvolvidos por Ryan et al. (2007) com o fungo Trametes versicolor permitiram obter
uptakes de 0.125 Gteno/Gbiomassa € d€ 0.231 Qo-creso/Ibiomassa; POr dia de utilizacdo do sistema. A
remocgao de cromio em conjunto com um composto organico, no caso o pentaclorofenol, foi
estudada por Srivastava et al., (2007), que utilizou trés diferentes estirpes de bactérias e um
fungo para remover estes compostos de um efluente proveniente da industria de curtumes.
Aksu e Akpinar (2001) estudaram a remoc¢ao conjunta de crémio e fenol utilizando um
sistema anaerdbio de lamas activadas secas e Aksu e Gonen (2006) removeram 0s mesmos

compostos utilizando lamas activas imobilizadas.

A utilizacdo de celulas imobilizadas de bactérias do género Arthrobacter foi recentemente
alvo de um estudo tendo em vista a degradacédo de fenol (Karigar et al., 2006). Estes
autores concluiram que células imobilizadas de Arthrobacter citreus sdo capazes de remover
5 mM (~ 0.47 mol/l) de fenol num periodo de 24h.

2.6- Modelacéo de sistemas de biossorcéao

O conhecimento de todos os fendmenos envolvidos num sistema de biossorcdo de metais
pesados assume especial importdncia quando estd em causa a redugdo da razdo

custo/beneficio do mesmo sistema.

As experiéncias em sistemas descontinuos (sistemas fechados ou sistemas semi-continuos)
proporcionam informagao fundamental sobre o comportamento dos materiais utilizados
como biossorventes, mas deve ser tido em mente que o fendmeno de biossorgao revela-se

diferente em processos continuos e descontinuos, mesmo quando o mesmo material

Implementagéo e Desenvolvimento de Sistemas de Biossorgao para Fixacdo de Metais Pesados 50



Capitulo 2- Estado da Arte

biossorvente é utilizado. Por exemplo, o tamanho das particulas conserva-se normalmente
maior em sistemas de leito fixo que em sistemas com agitacao, e portanto o fendmeno de
difusdo interna é um parédmetro com mais influéncia no primeiro caso. Mas a diferenca
fundamental consiste no facto da concentracdo de soluto nunca atingir o equilibrio em
sistemas continuos, pois existe uma chegada continua de soluto a coluna (Rozada et al.,
2007).

Para representar de forma adequada um processo de remogdo de metais pesados num
sistema de colunas de leito fixo, & preciso fazer uma analise matematica do sistema, de
modo a se descrever com fidelidade a curva de breakthrough do mesmo. Uma curva de
breakthrough tipica é representada como a razido entre a concentracdo de metal a saida do
sistema e a concentracdo de entrada, em funcdo do tempo de operagao. A eficiéncia do
processo de adsorcao/biossorcdo pode ser estimada pela forma da curva de breakthrough
do leito (Borba et al., 2006). A determinagao das dimensdes mais adequadas a uma coluna
de leito fixo utilizada para biossorcdo requer a aplicagdo de modelos matematicos. A
validacdo destes mesmos modelos é feita pela comparagao entre as curvas de breakthrough
experimentais e as curvas obtidas através das equagdes matematicas. Os modelos
desenvolvidos poderdo entdo ser aplicados ao projecto e optimizagdo dos processos a
escala piloto e industrial. Os parametros obtidos a partir desses modelos matematicos,
permitem obter as variaveis operacionais 6ptimas, assim como as dimensdes adequadas da

coluna ou reactor, adaptadas ao sistema que se pretende avaliar.

Apesar dos modelos a seguir descritos se destinarem a fendmenos de adsorgéo, a sua

aplicagéo a sistemas de biossorgéo tem sido largamente utilizada.

2.6.1- Isotérmicas de equilibrio de adsor¢éo

O estudo das isotérmicas de adsorcao/biossor¢cdo permite a obtencdo de parametros

descritivos das capacidades de fixacdo dos biossorventes utilizados.

Varios investigadores representam os seus dados de equilibrio de biossor¢do na forma de
isotérmicas de adsorcdo, tais como as de Langmuir, Freundlich, Radke e Prausnitz,
Reddlich-Petterson, Brunhauer, Emmett e Teller (BET) e Dubinnin-Radushkevich, entre

outras.
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Segundo Volesky (1999), o método mais apropriado para avaliar a capacidade de um
biossorvente é fazendo uma analise global da respectiva isotérmica de sorgdo. Qualquer

outro método representa um potencial caminho para conclusdes erroneas.

Os modelos das isotérmicas de adsorcao sao usados para descrever dados de sorcao, ou,
por outro lado, para descrever como o0 adsorbato interage com o adsorvente. Neste estudo
foram testados seis diferentes modelos de isotérmicas e sera feita de seguida uma breve

descricdo dos mesmos.
2.6.1.1- Modelo de Langmuir

Em 1918, Langmuir desenvolveu um modelo tedrico para as isotérmicas de equilibrio de
adsorcdo onde se estabelece uma relacdo entre a quantidade de gas adsorvido por uma
superficie e a pressao do gas. Esta isotérmica assume uma adsorgcdo monocamada sobre
uma superficie adsorvente homogénea. O modelo de adsor¢cdo de Langmuir pode ser

expresso da seguinte forma:

_ QnabCe
1+bCe

e

(1)

Nesta expressdo, Q. (mg/g) representa a quantidade de ido metalico adsorvido, no
equilibrio, Qmax (Mg/g) representa a capacidade maxima de adsorgado, ambas normalizadas
pela massa de adsorvente, C. (mg/l) representa a concentracdo de metal em solugéo, no

equilibrio, e b (I/mg) é a constante de equilibrio de adsorgéo (constante de Langmuir).

2.6.1.2- Modelo de Freundlich

Freundlich (1906) foi o primeiro a desenvolver uma equagado capaz de representar uma
isotérmica de adsorcdo. Esta equagao, na forma exponencial, assume que a quantidade
adsorvida tende para infinito, correspondendo a adsorcdo em camadas multiplas e
sobrepostas (Figueiredo e Ramoa Ribeiro, 1989). Este modelo empirico pode ser aplicado a

adsorgao nao-ideal em superficies heterogéneas e pode ser representado por:

Q. = KC,'" (2)
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Aqui Q. e C, representam respectivamente, a quantidade de ido metalico adsorvido no
equilibrio, normalizada pela massa de adsorvente, e a concentragao de metal em solucéo,
no equilibrio. As constantes K; e n estdo relacionadas com a capacidade e intensidade de

adsorcao, respectivamente.

A equacgido de Freundlich esta de acordo com a equacdo de Langmuir para gamas de
concentracdo moderadas mas, ao contrario da expressdo de Langmuir, a equagdo de
Freundlich ndo se pode reduzir a uma isotérmica linear (Lei de Henry) para concentragoes
baixas. Ambas as teorias apresentam a desvantagem de os dados de equilibrio acima de
uma certa gama de concentracbes ndo poderem ser ajustados com um s6 conjunto de
parametros (Allen et al., 2003; Allen et al., 2004).

2.6.1.3- Modelo de Redlich-Peterson

Redlich e Peterson (1959) propuseram o primeiro modelo de isotérmica contendo trés
parametros, o qual incorpora caracteristicas de ambos os modelos Langmuir e Freundlich.
Esta equacdo pode ser usada para representar equilibrios de adsor¢do para uma gama

alargada de concentrag¢des e pode ser descrita como de seguida:

K,Ce
o = R—ﬁ (3)
1+a,Ce
Kr (I/g), ar (I/mg) e B (a variar entre 0 e 1) sdo parametros empiricos sem significado fisico
(Vilar et al., 2006). A baixos valores de concentracdo, a isotérmica de Redlich-Peterson
aproxima-se da Lei de Henry e a altos valores de concentragdo o seu comportamento

aproxima-se do modelo de Freundlich.

2.6.1.4- Modelo de Sips (ou modelo de Langmuir-Freundlich)

Sips, em 1948, propds uma nova equacao que pode ser representada por:

K Ce’ts

Qe =_ > @ @@
1+ aSCe}/bs
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Ks (I”mg'*/g) representa a capacidade maxima de adsorgao, as (I/mg)™ é um parametro
relacionado com a afinidade para com o adsorvente e bs € um parametro empirico que varia
com o grau de heterogeneidade da superficie (Calace at al., 2002). Esta equagao é também
chamada de isotérmica de Langmuir-Freundlich e o nome deriva do comportamento
restritivo da equacao. A baixos valores de concentragao de adsorbato a equacgao reduz-se,
efectivamente, a isotérmica de Freundich e nao obedece a Lei de Henry. A valores de
concentragcdo de adsorbato elevadas, a equagdo descreve a adsorgdo em monocamada,

caracteristica da isotérmica de Langmuir (Vijayaraghavan e Yun, 2007).
2.6.1.5- Modelo de Toth

Derivada a partir da teoria potencial, a equacdo de Toth (1971) é usada em sistemas
heterogéneos. Esta assume uma distribuicdo quasi-Gaussiana, isto € a maioria dos sitios
possuem uma energia de adsor¢dao mais baixa do que o pico maximo de energia de

adsorgdo. O modelo pode ser representado pela seguinte equacao:

K.Ce

Q= —_
(a, + Ce)%

()

K: (mg/g), a; e t representam as constants do modelo de Toth, sendo que K, representa a
capacidade de adsorcao total, t € um parametro de dissociacao e a; (mg/l) corresponde a

constante de equilibrio da adsorcgao (Canizares et al., 2006).

2.6.1.6- Modelo de Dubinin-Radushkevich

Dubinin e Radushkevich (1947) afirmam que a curva caracteristica da adsorgdo esta
relacionada com a estrutura porosa do adsorvente. A equacgao de Dubinin-Radushkevich é

geralmente descrita como de seguida:
Q. = gp exp (- Bpo[RT In (1+1/C,)I%) (6)

A constante, Bp, esta relacionada com a energia livre média de adsor¢ao por grama de
adsorbato transferido para a superficie do sélido a partir duma distancia infinita na solugao e
gp representa a capacidade da monocamada (Sawalha et al., 2006). T representa a

temperatura (K) e R é a constante universal dos gases ideais.
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O método mais simples para determinar os parametros das isotérmicas em modelos com
apenas dois parametros (Langmuir, Freundlich and Dubinin-Radushkevich) consiste em
linearizar a equagado e aplicar uma regressao linear. Para as outras equacgdes, 0s
parametros dos modelos podem ser determinados utilizando métodos de regressdo nao-

linear usando para tal a ferramenta MATLAB.

2.6.2- Sistemas abertos de leito fixo

A previsao do perfil de concentragdo em fungdo do tempo ou curva de breakthrough para o
adsorvente é um dos requisitos para o éxito no design de um sistema de colunas de leito

fixo para a biossor¢gao de metais pesados em aguas residuais.

Varios autores se tém dedicado ao estudo dos mais variados modelos capazes de prever o
comportamento dum processo de biossor¢cao. Destacam-se os trabalhos de Veglié (2003),
Ramirez et al. (2007), Borba et al. (2006) e Gerente et al. (2007). Nesta dissertacdo foram
adaptados ao sistema de biossor¢do constituido por um biofilme de A.viscosus suportado
em GAC os modelos de Adams- Bohart (1920), Wolborska (1989) e Yoon e Nelson (1984).
Estes modelos foram recentemente utilizados para prever a adsorcdo e biossorcdo de
diversos compostos poluente. A titulo de exemplo citam-se os trabalhos de Rozada et al.
(2007) que aplicaram o modelo de Yoon e Nelson para a adsorgéo de azul de metileno, de
Malcok et al. (2006) que aplicaram o mesmo modelo para a adsor¢ao de Cr (VI) por Quercus
ithaburensis e ainda os de Vijayaraghavan e Prabu (2006) na remoc¢ado de cobre por
Sargassum wightii. A aplicacdo dos modelos de Adams- Bohart e Wolborska foi efectuada
por Pakshirajan e Swaminathan (2006) na biossor¢ao de Pb, Cu e Cd, por Phanerochaete
chrysosporium num reactor de leito compactado e por Aksu e Gdnen (2004) aplicado a
biossorcao de fenol por lamas activadas imobilizadas num reactor compactado. Mais
recentemente, Pamukoglu e Kargi (2007) usaram o modelo de Adams-Bohart para

determinar a capacidade de biossorcdo do cobre num reactor semi-continuo.

Nos pontos seguintes serdo destacados os modelos de Adams-Bohart, Wolborska e Yoon e

Nelson.
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2.6.2.1- Modelo de Adams- Bohart

Em 1920, os investigadores Adams e Bohart definiram as equagdes fundamentais que
descrevem a relagao entre C/C, (concentragdo de adsorbato a saida da coluna normalizada
pela concentragdo inicial) e t (tempo) num sistema de fluxo para a adsor¢ao de cloro em
carvdo. Apesar de o trabalho desenvolvido por Adams-Bohart ter sido realizado
originalmente, com um sistema de adsorgdo gas-carvao, a sua adaptagcdo a outro sistemas
tem sido conseguida com sucesso. O modelo proposto assume que a capacidade de
adsorcdo é proporcional a capacidade residual de adsorgdo do carvéo activado e a

concentracao das espécies a adsorver. A transferéncia de massa obedece as seguintes

equacoes:

9]

_8? = - kagqCyp (1)
oC, Kas

—=-|—=|qC 12
o7 (Uo qCp (12)

Nestas equacgdes, kas representa uma constante cinética (I/(mg.min)), C, representa a
concentracao de adsorbato na solugédo dentro da coluna (mg/l), q representa a concentragao
de adsorbato na fase sodlida, na coluna em qualquer tempo (mg/l), Uy representa a
velocidade superficial (cm/min) e Z representa a altura do leito (cm). Para a resolugéo deste
sistema de equacdes diferenciais foram consideradas duas condigdes: t— «© e g— N,, (onde
N, representa a concentragdo de saturagcdo (mg/l)). Apdés a resolugdo do sistema de

equacdes diferenciais, é obtida a seguinte equagao com os parametros kag and N,:

C
In — = kABCot — kABNoi (13)
C, U,
A partir desta equacao podem-se obter os valores dos parametros por regressao linear, para

uma determinada altura do leito fixo e um dado caudal de alimentacao.

2.6.2.2- Modelo de Wolborska

Wolborska (1989) propds outro modelo capaz de descrever a dindmica de adsorgéo usando

equacgodes de transferéncia de massa para a descrigdo de mecanismos de difusdo na gama
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de baixas concentracdes da curva de saturagao. A transferéncia de massa em sistemas de

leito fixo pode ser descrita pelas seguintes equagdes:

oC oc, , 8q _ O°C,

b +U 14
oz ot 027 (14)

aq aq
—_— =V — = a C _CS 15
p 27 (Co ) (15)

Aqui, Cs é a concentracado na interface sélido/liquido (mg/l), D representa o coeficiente de
dispersdo axial (cm?/min), v representa a velocidade de deslocagdo da interface (cm/min) e
Ba representa o coeficiente cinético de transferéncia de massa externa (1/min). Para a

resolucéo deste sistema de equagdes diferenciais foram impostas as condi¢des:

e (C<<(C, v<<Ul,

e adifusao axial é insignificante: D—0 quando t—0.

A solugao deste sistema de equagdes diferenciais pode ser aproximada a:

C _ BGC .. _
In CO NO t Ba (Cb Cs) (16)
com

_ Uy 7
Bo= 2 J(@+48,D/U)-1) (17)

O autor observou que em leitos curtos ou a caudais altos, a difusao axial € desprezavel e
Ba= B, (sendo que B, representa o coeficiente externo de transferéncia de massa com um
coeficiente de dispersdao axial negligenciavel). A velocidade de migragdo da frente em
estado estacionario é determinada a partir da equacao seguinte, lei de Wicke:

U,C,
N, +C,

(18)

Aqui Ng representa a concentragdo de saturagao referida no modelo de Adams-Bohart. A
equacao que define o modelo de Wolborska é equivalente a equacdo do modelo de Adams-
Bohart se o coeficiente kag for igual a B./N,. Entdo, a partir da representagédo do In C/C,

versus t também se obtém os parametros deste modelo.
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2.6.2.3- Modelo de Yoon e Nelson

Yoon e Nelson (1984) desenvolveram um modelo simples para descrever o processo de
adsorc¢ao e de breakthrough de adsorbatos em carvao activado. Este modelo é baseado na
suposicdo de que a probabilidade de adsor¢do de uma molécula de adsorbato é
inversamente proporcional a cobertura da superficie e a probabilidade de breakthrough
(Azsu e Gonen, 2004; Vijayaraghanvan e Pradu, 2006). O modelo Yoon e Nelson pode ser
escrito pela seguinte equacgao:

C
In

= kYNt - TkYN (19)

0

Os valores de kyy € T podem ser determinados através da representagdo grafica do In
(C/(Co-C)) versus t. O parametro kyy representa o coeficiente cinético (min™) e 1 representa o

tempo (min) necessario para atingir 50% de breakthrough pelo adsorbato.
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