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Capitulo 3- Materiais e Métodos

3.1- Introducéo

No capitulo que se segue sera feita a descricdo da metodologia adoptada para a
realizacdo das experiéncias laboratoriais, bem como a descricdo dos métodos

analiticos e respectivos instrumentos utilizados.

Para este trabalho foram seleccionadas quatro bactérias e foi testada a respectiva
capacidade de biossor¢céo, quando suportadas em carvao activado granular, tanto em
sistema fechado (isotérmicas de adsorcdo/biossorcdo) como em sistema aberto
(curvas de breakthrough). A quantificacdo de polissacaridos e polimeros totais foi
também efectuada para todas as bactérias. A adequada formacdo de biofilme foi
verificada por microscopia electronica (SEM) e a presenca de inUmeros grupos
funcionais foi também constatada por FTIR, antes e apds contacto das bactérias com
cromio. Este procedimento visa a escolha da bactéria que melhor se adapte a um
sistema de biossorcdo para remocado de crémio a nivel industrial, onde as exigéncias
em termos de tempo de operacdo e quantidade de efluente a tratar sdo bastante

grandes.

A rentabilidade de um processo de biossorcdo esta fortemente condicionada pela
possibilidade de reutilizacdo do mesmo biossorvente e nas mesmas condi¢cdes de
funcionamento, para o tratamento de grandes quantidades de efluente. A substituicdo
frequente do biossorvente podera levar a que, por vezes, se abandone a possibilidade

de escolha dum tratamento biolégico.

O esquema seguinte pretende ilustrar a sequéncia de ensaios realizados e

procedimentos adoptados com as quatro diferentes bactérias (Figura 3.1.1).
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Ensaios realizados com as
bactérias A. viscosus,
B. coagulans, E. coli

e S. equisimilis
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Figura 3.1.1- Sequéncia de ensaios realizados e procedimentos executados com as

quatro diferentes bactérias utilizadas.

Depois de seleccionada a bactéria Arthrobacter viscosus para os estudos a efectuar
com o reactor piloto, surgiu a necessidade de avaliar o0 comportamento desta bactéria
na presenca de compostos normalmente associados a efluentes contendo cromio.
Tendo o cumprimento deste objectivo em mente, foram efectuados estudos que
visavam a analise da capacidade de biossor¢cdo dum biofilme de Arthrobacter viscosus
suportado em carvao activado granular para a remo¢do de compostos organicos
(sistema aberto e sistema fechado). A influéncia que a presenca destes tem na
remocdo de cromio e vice-versa foi também alvo de estudo (sistema aberto).
Finalmente foram efectuados os ensaios no reactor piloto, utilizando para tal solucdes
com concentracdes iniciais de cromio de 10 mg/l e 100 mg/l. ApoOs a realizacdo dos
ensaios foi também efectuada uma andlise de espectroscopia de energia dispersiva de

raios X (EDXS) para avaliar a presenca de cromio na superficie do carvéo.

A sequéncia de ensaios realizados e procedimentos adoptados apenas para a bactéria

Arthrobacter viscosus encontram-se esquematizados na Figura 3.1.2.
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Ensaios realizados com a

bactéria A. viscosus

Formacéo de biofilme

* Ensaios de biossorcdo com solugdes aquosas
de cromio na presenca dos compostos organicos
o- cresol, clorofenol e fenol (sistema aberto);

« Isotérmicas de adsorcao/biossorgéo para os
compostos orgéanicos (sistema fechado)

* Ensaios de biossorgdo de crémio utilizando um
reactor piloto (sistema aberto)

EDXS

Figura 3.1.2- Sequéncia de ensaios realizados e procedimentos executados apenas

com a bactéria Arthrobacter viscosus.

3.2- Microrganismos

Neste trabalho foram utilizadas culturas de bactérias das espécies Arthrobacter
viscosus (CECT 908), Bacillus coagulans (CECT 12), Streptococcus equisimilis (CECT
926) e Escherichia coli (CECT 515), todas provenientes da Coleccdo Espanhola de
Culturas Tipo da Universidade de Valéncia (CECT).

3.2.1- Armazenamento dos microrganismos
As espécies provenientes da CECT estavam na forma liofilizada. A reabilitacdo das

espécies foi feita mediante protocolo fornecido pela CECT e consistiu em semear o

microrganismo no meio de crescimento apropriado (ver ponto 3.2.2) e incubar a
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temperatura ideal de crescimento durante o tempo indicado pelo fornecedor
(www.cect.org). ApOs esse tempo, a cultura foi criopreservada. Para tal, foi misturado
meio de cultura com glicerol (solucdo de glicerol a 98% da Fluka) de modo a obter
uma concentragdo final de glicerol de 15% (v/v) (Kirsop and Snell, 1989), em
eppendorfs contendo missangas (material que foi previamente esterilizado a 121 °C
durante 20 minutos). Posteriormente, foram utilizadas as missangas para inocular
placas de Petri, e apds crescimento, as estirpes foram conservadas em tubos
inclinados contendo meio de cultivo com 15 g/l de agar, a uma temperatura entre 4 a
7°C.

3.2.2- Meios de cultura

A preparacgdo dos meios de cultura foi efectuada em recipientes apropriados utilizando
para o efeito agua destilada. O pH dos meios de cultura foi medido e ajustado (pH
ORION model 720A) de acordo com as indicagées da CECT com uma solucdo de
NaOH 10M (Labsolve). De seguida, procedeu-se a autoclavagem dos mesmos durante

20 minutos a temperatura de 121°C.

A composi¢do dos meios de cultura, temperatura e pH Optimos de crescimento
utilizados para as quatro bactérias diferentes encontram-se descritos na Tabela
3.2.2.1.

Implementagdo e Desenvolvimento de Sistemas de Biossorcéo para Fixacéo de Metais Pesados 82



Capitulo 3- Material e Métodos

Tabela 3.2.2.1- Composicdo dos meios de cultura, temperatura e pH o6ptimos de

crescimento para as diferentes bactérias utilizadas

Microrganismo Meios de cultura Temperatura pH
Arthrobacter Extracto de Malte (Fluka) 39/l
viscosus Extracto de Levedura (Fluka) 3g/l
(meio rico) Peptona (Riedel) 5g/l
Glucose (Riedel) 109/l
Arthrobacter Extracto de Malte (Fluka) 19/l 26°C 70
viscosus Extracto de Levedura (Fluka) 1g/l
(meio diluido)  peptona (Riedel) 0.167g/l
Glucose (Riedel) 3.30/l
Bacillus Extracto de Carne (Himedia) 5g/l
coagulans Peptona (Riedel) 109/l
NaCl (Prolabo) 5g/l 37°C 7.2
MnS0O,4.H,0O (Panreac) 10mg/I
Escherichia coli  Extracto de Carne (Himedia) 5g/l
Peptona (Riedel) 10g/I 37°C 7.2
NaCl (Prolabo) 5g/l
Streptococcus Brain Heart Infusion CM0225 379/l 37°C 7.4
equisimillis (Oxoid)

3.3- Preparacdo do carvao activado granular

O carvao activado granular (GAC) utilizado nos diferentes ensaios foi colocado num
matraz ao qual foi adicionada agua destilada. Procedeu-se a autoclavagem a 121 °C
durante 20 minutos, com o objectivo de fazer a libertacdo de ar dos poros do GAC, de

forma a minimizar as limitagdes difusionais internas a transferéncia de massa.
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O GAC (Merck) utilizado foi caracterizado no Departamento de Quimica da
Universidade de Coimbra, por adsorgédo de N, (77K) com um ASAP Micromeritics 2001

e 0s valores obtidos sédo apresentados na tabela 3.3.1.

Tabela 3.3.1- Caracteristicas do GAC determinadas por adsor¢éo de N,

Caracteristicas do GAC

Diametro médio da particula 2.5 mm
Massa especifica 2.34 g/cm?®
Area especifica de Langmuir 1270 m?/g
Didametro meédio dos poros 20 A

3.4- Ensaios de biossorcao
3.4.1- Formacéo do biofilme
O crescimento do biofilme foi efectuado em colunas de vidro, colunas estas que foram
posteriormente utilizadas nos ensaios de biossorgdo em sistema aberto. Estas colunas

tinham as caracteristicas constantes da tabela 3.4.1.1.

Tabela 3.4.1.1- Caracteristicas das colunas usadas para crescimento do biofilme e

ensaios de biossorcao

Caracteristicas das Colunas

Diametro interno 2.0cm
Altura 30 cm
Fraccdo de enchimento 1/2
Camisa de Isotermicidade 26°C/37°C

Depois de introduzir o GAC (14 g) nas colunas, devidamente preparado segundo o
procedimento descrito no ponto 3.3, ajustou-se a camisa de isotermicidade a

temperatura 6ptima de crescimento para 0 microrganismo em causa.
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No caso da estirpe Arthrobacter viscosus, foram preparados 500 ml de meio de
crescimento (meio rico) num matraz, tendo sido feita a esterilizacdo e posterior
inoculagédo com a bactéria. Esta cultura foi bombeada através das colunas, em circuito
fechado, durante um dia, com o objectivo de formar um biofilme suportado em GAC.
Posteriormente, e durante dois dias, foi bombeado meio diluido, com a finalidade de
alimentar o microrganismo (Quintelas e Tavares, 2002; Quintelas e Tavares 2001).
Estudos desenvolvidos por Torres (1996) com o0 microrganismo A. viscosus,
permitiram concluir que a utilizacdo de um meio 6ptimo de crescimento seguido da
utilizacdo de um meio mais pobre a nivel nutricional, conduzia a uma maior producao
de exopolissacaridos e polimeros totais, fundamentais para um bom desempenho em
termos de biossor¢do. O fluxo teve sentido ascendente de modo a que a formacéo do
biofilme néo interferisse na independéncia e destacamento das particulas de carvéo. O
leito permaneceu compactado durante toda a fase de crescimento do biofilme. A
passagem dos meios foi efectuada com recirculacdo total, sendo o caudal de 25
ml/min. O elevado caudal usado permitiu a formacdo de um biofilme compacto e
consequentemente resistente a erosdo provocada pelas for¢as hidrodindAmicas (Vieira
e Melo, 1995).

No caso de cada uma das bactérias Bacillus coagulans, Escherichia coli e
Streptococcus equisimillis, foram preparados 500 ml de meio de cultura num matraz,
tendo sido feita a esterilizacdo e posterior inoculagcdo com a bactéria. Esta cultura foi
bombeada através das colunas, em fluxo ascendente e em circuito fechado durante
trés dias, tendo-se substituido diariamente o meio de 500 ml por outro igual de modo a
garantir a presenca dos nutrientes necessarios ao bom desenvolvimento do biofilme.
Ao fim do primeiro dia de passagem da solucao inoculada, uma parte significativa das
bactérias encontrava-se ja aderida ao carvdo activado, necessitando apenas de
crescer e multiplicar-se. No entanto, as bactérias que entretanto se destacaram ou
aguelas que se encontravam na solu¢do que preenchia o reactor, retornaram a nova

solucéo, funcionando assim como um novo inéculo. O caudal foi de 25 ml/min.

Para promover o fluxo, utilizaram-se bombas peristélticas do tipo Reglo-lsmatec, de
seis rolamentos para os ensaios em micro-colunas e bombas peristalticas Masterflex

(modelo 7019-05) para ensaios com o reactor piloto.
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3.4.2- Sistema fechado

A formagéo de biofilme foi efectuada de acordo com a seccgédo anterior (ver 3.4.1). Os
ensaios em sistema fechado tinham como objectivo a determinacdo de isotérmicas de
adsorcdo. As experiéncias foram realizadas em erlenmeyers de 250 ml contendo 150
ml de solucdo de crémio e 1.5 g de GAC revestido com biofilme. As concentracdes
iniciais de cromio variaram entre 5 mg/l e 1000 mg/l. Os erlenmeyers foram colocados
numa incubadora a temperatura Optima de crescimento de cada microrganismo e a
uma agitacdo de 150 rpm (Incubadora orbital Certomat/S da B. Braun Biotech
Internacional). Estudos prévios determinaram o tempo necessario para se atingir os
diferentes equilibrios. Apds se atingir o equilibrio foram tiradas amostras que foram
centrifugadas (Centrifuga angular Nohita model 2690) a 5000 rpm durante 30 min e
cujo sobrenadante foi analisado por espetrofotometria de absor¢cdo atémica, no caso
do crémio, ou pelo método da 4 amino-antipirina (Clesceri et al., 1989), no caso dos

compostos organicos.

Figura 3.4.2.1- Bateria de erlenmeyers para determinacdo de equilibrios de

biossorcéo.
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3.4.3- Sistema aberto

3.4.3.1- Ensaios com a bactéria Arthrobacter viscosus

3.4.3.1.1- Ensaios em minicolunas

Apos a formacdao do biofilme (de acordo com o descrito no ponto 3.4.1) promoveu-se o
fluxo de solucdo metalica e/ou solucdo organica através das colunas, no sentido
ascendente, retirando-se amostras a saida do sistema, ao longo do tempo. As
amostras recolhidas foram posteriormente analisadas. O caudal de solucado foi de 5

ml/min.

As solucBes a tratar consistiam em solu¢cdes aquosas de dicromato de potassio
(H2Cr,05, Riedel), com concentracbes de Cr (VI) entre 10 e 100 mg/l e um efluente
real com uma concentracdo de Cr (VI) de 4.2 mg/l. Este efluente provinha duma
estacao de tratamento de aguas residuais da zona de Felgueiras, zona de grande
concentracao de industrias ligadas aos curtumes e por isso com teores elevados de

cromio e alguns compostos organicos associados.

Como na maioria das vezes a presenc¢a de cromio se encontra associada a presenca
de outros compostos, nomeadamente compostos organicos, foram também realizados
ensaios com solucdes aquosas de dicromato de potassio na presenca de compostos
organicos, no caso, o-cresol (extra-puro da Riedel), clorofenol (para sintese da Merck)

e fenol (pré-analise da Merck).

As amostras obtidas a saida das minicolunas foram centrifugadas a uma velocidade
de 5000 rpm durante 30 minutos, numa centrifuga angular com capacidade para oito
tubos de 15 ml, da Nohita, com o objectivo de remover a biomassa em suspensao
eventualmente arrastada para fora do leito. O sobrenadante foi acidificado até pH
inferior a 2, utilizando para o efeito acido nitrico (HNO3) a 69-71% (Riedel), com o
objectivo de conservar as amostras até posterior analise. O valor de pH foi avaliado

usando um medidor de pH da marca Orion (Modelo 720 A).

A figura seguinte apresenta a instalacdo usada nos ensaios de biossor¢do em sistema

aberto.
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Figura 3.4.3.1.1.1- Instalacdo laboratorial para a realizacdo de ensaios de biossorcéo,

sistema aberto.

Foi efectuado o doseamento do Cr total contido nas amostras recolhidas, por
espectrofotometria de absorgdo atdbmica (VARIAN SPECTRA AA 400- GTA 96 PLUS)
e 0 doseamento de compostos organicos pelo método da 4-aminoantipirina (Jasco V-
560 Espectrophotometer UV/Vis) (Clesceri et al., 1989).

3.4.3.1.2- Ensaios em reactor piloto

Os reactores piloto utilizados nos ensaios de biossorcao tinham as caracteristicas
constantes da Tabela 3.4.3.1.2.
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Tabela 3.4.3.1.2- Caracteristicas dos reactores piloto

Caracteristicas dos Reactores Piloto

Diametro interno 14.2 cm
Altura 100 cm
Fraccao de enchimento 1/3
Camisa de Isotermicidade 26°C

A formacdo do biofilme foi feito de modo analogo ao descrito no ponto 3.4.1, apenas
tendo sido adaptado as dimensdes do novo reactor. Colocaram-se 2 kg de GAC no
reactor e foram preparados 18 litros de um meio rico, esterilizado a 121°C durante 30
min, que foi inoculado com a bactéria e posto a passar pelo reactor, durante 24 h com
um caudal de 250 ml/min e em recirculagao total. Para os dois dias seguintes foram
preparados 45 litros de meio diluido, para alimentar o biofilme, igualmente com caudal
de 250 ml/min, a recirculac¢éo total. Apés a formacao do biofilme promoveu-se o fluxo
das solucdes metélicas através das colunas, no sentido ascendente, retirando-se
amostras a saida do sistema, ao longo do tempo. As solugdes a tratar consistiam em
solugBes aquosas de dicromato de potassio (H,Cr,O;, Riedel), com concentracdes de
Cr (VI) de 10 e 100 mg/l. As amostras recolhidas foram posteriormente analisadas. O
caudal de solugdo foi de 25 ml/min. O valor de pH ao longo do tempo foi também

monitorizado (Jenway 350 pH Meter).

As amostras retiradas foram centrifugadas a uma velocidade de 5000 rpm durante 30
minutos, com o objectivo de remover a biomassa em suspensdo eventualmente
arrastada para fora do leito. O sobrenadante foi acidificado até pH inferior a 2,
utilizando para o efeito acido nitrico (HNO3) a 69-71% (Riedel), com o objectivo de
conservar as amostras até posterior andlise. O valor de pH foi avaliado usando um
medidor de pH da marca Orion (Modelo 720 A).

A figura seguinte apresenta a instalacdo usada nos ensaios de biossorcdo com o

reactor piloto.
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Figura 3.4.3.1.2- Instalacao piloto para a realizacédo de ensaios de biossor¢ao.

3.4.3.2- Ensaios com a bactéria Bacillus coagulans

Os ensaios realizados com esta bactéria, em minicolunas, seguiram o procedimento
descrito no ponto 3.4.3.1.1 para as solu¢des aquosas de dicromato de potassio e para

o efluente real.

3.4.3.3- Ensaios com a bactéria Escherichia coli

Os ensaios realizados com esta bactéria, em minicolunas, seguiram o procedimento
descrito no ponto 3.4.3.1.1 para as solu¢des aquosas de dicromato de potassio e para
o efluente real.

3.4.3.4- Ensaios com a bactéria Streptococcus equisimilis

Os ensaios realizados com esta bactéria, em minicolunas, seguiram o procedimento

descrito no ponto 3.4.3.1.1 para as solu¢des aquosas de dicromato de potassio e para

o efluente real.
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3.5- Métodos analiticos

3.5.1- Determinacao da concentracdo dos metais pesados por Espetrofotometria
de Absorcao Atdmica (EAA)

A técnica utilizada neste processo foi a espectrofotometria de emissdo de chama, a
qual promove transicbes electrénicas entre as orbitais atémicas, com simultanea

absorcédo de luz.

Esta técnica apresenta um vasto campo de aplicacdo, elevada sensibilidade e boa
selectividade, proporcionando também uma elevada rapidez na obtencdo de

resultados.

Neste processo, as amostras sdo vaporizadas devido a accdo de um nebulizador,
misturadas com o combustivel e gases oxidantes e recebem a incidéncia de uma
radiacdo luminosa. Esta mistura passa por um queimador e é entdo decomposta em
atomos sendo a concentracdo da amostra assim determinada por medicdo da
extenséo da luz absorvida.

Figura 3.5.1.1- Espectrofotometro de Absorgdo Atomica, VARIAN SPECTRA AA 400-
GTA 96 PLUS.
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3.5.1.1- Modo de operacéo

Prepararam-se padrdes dos varios metais, dentro da gama de trabalho, a partir de
solugBes standard do respectivo metal. Os padrbes foram acidificados com 1.5 ml/litro
de HNO; e conservados no frigorifico.

O modo de operacédo do aparelho encontra-se descrito no manual do mesmao.

Tabela 3.5.1.1- Condi¢des de operacéo fixas e varidveis para o doseamento do metal

cromio
Cromio
Condic¢Bes Fixas
Corrente da lampada 5 mA
Combustivel Acetileno
Suporte Ar
Estequiometria da chama Redutora

Condic¢bes variaveis

Comprimento de onda Largura da fenda (nm) Gama de trabalho 6ptima

(nm) (mg/l)
357.9 0.2 0.06 — 15
425.4 0.2 0.4-40
428.9 0.5 1-100
520.8 0.2 20 — 2600

3.5.2- Quantificacdo de compostos organicos

A gquantificacdo dos compostos orgéanicos utilizados neste trabalho foi efectuada pelo
método da 4- aminoantipirina (Clesceri et al.,, 1989). Este método € baseado na
reaccdo dos compostos fendlicos com Ks;Fe(CN)g (ferrocianeto alcalino) (Sigma) e 4-
aminoantipirina (Sigma) de modo a formar um complexo vermelho cuja absorvancia é
medida a 500 nm (Jasco V- 560 Espectrophotometer UV/Vis). Este método consiste na

adicdo, a 2 ml de amostra, de 100 nl de solugdo de amoniaco a 1.5 % (solucéo a 25%
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da Panreac), 50 ul de solucdo de 4-aminoantipirina a 2% e 50 ul de solugdo de
ferrocianeto alcalino a 8%. Apds alguns segundos, forma-se o complexo vermelho cuja

absorvancia € medida a 500 nm.

3.5.3- Quantificacdo de polissacéaridos e polimeros totais

O método aplicado para a quantificacdo de polissacaridos e polimeros totais é

composto por trés fases (Oliveira et al., 1996):

1° Solubilizacdo dos exopolimeros por uma solucao de glutaraldeido;

2° Dialise da solucao resultante da 13fase, com o objectivo de remover o glutaraldeido,
sais e pequenas moléculas;

3° Quantificacdo, por pesagem, dos polimeros totais precipitados com nitron e dos

polissacaridos, pelo método de Dubois.

3.5.3.1- Solubilizagdo dos exopolimeros

O carvdo com biofilme aderido foi coloado num matraz de 100 ml com 30 ml de
glutaraldeido (solug&o de glutaraldeido a 25% da Fluka). Durante 2 dias foi colocado
numa incubadora orbital (Certomat/S da B. Braun Biotech Internacional), a
temperatura ambiente e agitacdo suave (80 rpm). Apds este periodo de tempo, as
amostras foram centrifugadas a uma velocidade de 5000 rpm durante 30 min, para

remover a matéria em suspensao e o sobrenadante foi recolhido para posterior dialise.

3.5.3.2- Dialise

Foram cortadas frac¢des de 15 cm de membrana de dialise (diametro interno 27/32" -
21.5 mm: 30 M (Aprox.); MWCO: 12 - 14000 Daltons) e colocadas em agua destilada
até amolecerem. Com a ajuda duma pipeta foi introduzida nas membranas uma
gquantidade conhecida do sobrenadante proveniente do ponto anterior. As membranas
foram fechadas e colocadas numa tina com agua destilada e com ligeira agitacao.
Mudou-se a agua regularmente. Ao fim de 2 ou 3 dias as membranas foram abertas e

o volume retido nas membranas, ap6s o processo de diélise, foi medido.
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3.5.3.3- Doseamento de polissacaridos

A 1 ml de amostra proveniente da dialise, foi adicionado 1 ml de fenol (Riedel) a 5% e
5 ml de &acido sulfarico concentrado (Riedel), com o objectivo de desenvolver um
complexo colorido. Deixou-se arrefecer e leu-se a absorvancia a 490 nm, utilizando
como branco agua destilada (Jasco V- 560 Espectrophotometer UV/Vis). O método
utilizado é um método colorimétrico que relaciona a intensidade da cor com a

concentracdo do composto que se pretende dosear.

A glucose e outros agucares, como por exemplo galactose e manose, apresentam
uma grande semelhanca quimica com o0os mondémeros que compdem 0s
polissacéaridos. Deste modo, a utilizacdo de glucose como padrdo no doseamento

destas macromoléculas permite estimar a sua quantidade nas amostras.

Prepararam-se solucdes padréo de glucose de concentragdo conhecida e aplicou-se o
procedimento descrito para as amostras a 1 ml de cada uma destas solu¢fes padréo,

com o objectivo de construir a curva de calibracéo.

3.5.3.4- Doseamento dos polimeros totais

Num eppendorf devidamente pesado, foi colocado 1 ml de amostra proveniente da
didlise, 100 pl de &cido sulfarico concentrado (Riedel) e 100 ul de solucdo de nitron
(Merck) a 10% em &cido acético (Riedel). A amostra foi deixada em repouso durante
12 horas. Apos este periodo a amostra foi centrifugada durante 20 minutos a 15000
rom e rejeitou-se o sobrenadante (Centrifuga angular com capacidade para 12
eppendorfs de 1,5 - 2 ml da Eppendorf). Os eppendorfs foram colocados abertos numa

estufa a 40°C durante 2 dias e posteriormente pesados.

3.5.4- Espectroscopia no Infravermelho com Transformadas de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no Infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR- Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) permite fazer a andlise qualitativa e quantitativa de
uma substéncia organica ou mineral, a partir dos grupos funcionais presentes na
molécula em andlise. E baseada na medicido da energia absorvida na vibracdo de
cada uma das ligagbes quimicas presentes no material. Cada amostra sélida foi

triturada com um almofariz de forma a obter um po fino e homogéneo. Ao po foi
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misturado KBr (Riedel), 20 mg de amostra para 200 mg de KBr, e procedeu-se a
maceracdo desta mistura com ajuda de um almofariz e pildo, até completa
homogeneizacdo. A mistura obtida foi introduzida no pastilhador e posteriormente
prensada sob a forma de pastilha. A pastilha de KBr foi colocada no respectivo suporte
e 0 conjunto inserido na camara do espectrofotometro. O espectro de infravermelhos
foi obtido para comprimentos de onda na gama de 500 a 4000 cm™ (FTIR BOMEM MB
104). Este procedimento foi efectuado para as bactérias no estado puro e apos

exposicao de 24h a uma solugao de Cr (VI).

3.5.5- Microscopia electrénica (SEM) e espectroscopia de energia dispersiva de
raios X (EDXS)

As amostras de carvao revestido com biofilme foram analisadas por Microscopia
Electronica de Varrimento (SEM) de modo a confirmar a presenca do mesmo (Leica
Cambridge S360). As amostras foram previamente desidratadas em solucéo de etanol
de concentracéo crescente durante 15 minutos (10%, 25%, 50%, 90% e 98%) e secas
num exsicador durante alguns dias. Antes da observagdo ao microscopio as amostras
foram revestidas a ouro, afim de se aumentar a sua condutividade. Amostras retiradas
do reactor piloto foram analisadas num espectroscépio de emissédo de raios X (Link
EXL II), acoplado ao microscopio electronico. A emissdo de raios X foi feita a
diferentes valores de energia, a saber 10 keV, 15 keV e 20 keV, podendo-se assim,

determinar a concentracdo metdlica a diferentes profundidades da amostra sélida.

3.6- Tratamento das soluc¢es finais de cromio

Apbs o0s ensaios de biossorcdo, as solugdes de cromio foram tratadas pelo método
fisico-quimico de precipitacdo, de forma a remover o Cr e assim evitar contaminacdes

das 4guas residuais do laboratoério. O método segue 0s seguintes passos:
3.6.1- Ajuste do pH
Esta operacdo tem como finalidade a optimizacdo da redugcédo do crémio hexavalente

(Cr®") a crémio trivalente (Cr**). Foi usado &cido sulfirico concentrado (Riedel) para

baixar o pH a 2 ou 3.
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3.6.2- Reducéo

Foi utilizado sulfato de ferro (Panreac) como redutor do crémio. Sado necessarias 16
partes deste agente redutor, por cada parte de Cr®*, na presenca de 7.6 partes de

acido.

KoCr,07+6FeS04+ 8H,SO, —2KHSO,+ Cry(SO4)s + 3Fex(S04); + 7TH,0 (3.6.2.1)

3.7.3- Precipitacéo

A precipitacdo deve ser feita a um pH entre 8 e 9 pelo que se utilizou Ca(OH),

(Riedel), em agitacdo adequada:

Cry(S0y)s + 3Ca(OH), — 2Cr(OH); + 3CaS0O, (3.6.3.1)

O sobrenadante, livre de Cr, foi lancado ao esgoto, apds verificacdo do pH; o

precipitado foi seco e tratado como residuo solido perigoso.
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