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RESUMO

A contaminagdo por metais toxicos tem se tornado um grave problemas ambiental. A
biossorcdo com biomateriais € uma tecnologia de baixo custo, eficaz e de féacil
aplicacdo. A levedura Saccharomyces cerevisiae € um biossorvente promissordevido a
sua natureza quimica e por ser produzida em grande escala, devido ser o microrganismo
responsavel pela fermentacdo alcodlica, processo utilizado nas industrias de bebidas
fermentadas e destiladas e na industria alcoleira, sendo um residuo ou subproduto destas
indUstrias. Apesar de inumeros trabalhos relatarem o uso desta biomassa para
biossorcdo de metais toxicos, poucos estudaram 0s processos de encapsulacdo desta
biomassa ou 0 uso de biossurfactantes como coadjuvantes do biossor¢do. Desta forma,
objetivou-se utilizar a levedura S.cerevisiae como biossorvente de metais tdxicos.
Primeiramente foram construidas isotermas para a biossor¢do de cromo (VI) utilizando
levedura comercial, sendo esta submetida ou ndo aos tratamentos térmico ou quimico
com alcalis. Apos foram realizados os ensaios de biossor¢do com o biossorvente obtido
da industria cervejeira encapsulado em alginato de sddio. E avaliada a influéncia da
adicdo de biossurfactantes na biossorcdo. A caracterizacdo do biossorvente antes e apds
0s processos de imobilizacdo foi realizada através da composicdo centesimal, da
determinacdo do ponto de carga zero, além de caracterizacdo quimica e morfoldgica.
Posteriormente, foi realizado o estudo de pH para a adsor¢do dos metais cadmio,
chumbo e cromo (VI) com construcao das isotermas de adsorcao. Para as condi¢cdes que
apresentaram os melhores resultados de adsor¢do para o cromo (VI), foi realizada a
caracterizacdo dos adsorventes antes e depois do processo através de MEV, FTIR e
EDX. Em uma Gltima etapa utilizou-se as melhores condigdes determinadas nos ensaios
anteriores para a biossorcdo de cromo (V1) utilizando-se efluente real. No estudo inicial
realizado com levedura comercial submetida a diferentes tratamentos para a biossor¢ao
de cromo (VI), observou-se que a levedura sem tratamentoapresentou as maiores
capacidadesde adsorcéo, de 8,05 mg g™ em comparacdo com 7 mg g™'e 5 mg g*para as
leveduras tratadas com tratamento térmico equimico, respectivamente. O biossorvente
apresentou capacidade de adsorcdo de 7,9 mg g, em comparacdo com 14,9 mg g,
quando foi realizada a adicdo de biossurfactante obtido de biomassa comercial de S.
cerevisiae, sendo este um aumento de 60 % na capacidade de biossor¢cdo em 24 h. No
estudo de pH para o processo de biossor¢do com a levedura encapsulada em alginato e
na presenca de biossurfactante, os melhores pHs foram de 5,0 para os metais cadmio e
chumbo e 2,0 para o cromo (VI). As capacidades de adsor¢do dos metais foram de: 178
mg g™ de chumbo, representado pelo modelo de isoterma de Langmuir; 38 mg g™*para o
cadmio, representado pelo modelo de isoterma de BET. Nos estudos realizados com
cromo (V1) a capacidade maxima atingida foi de 72 mg g, a 25 °C. Em efluente real, a
méxima capacidade de biossorcéo de cromo (V1) foi de 34,76 mg g™, sendo os dados de
equilibrio representados pelo modelo de isoterma de BET. Na anélise morfologica e de
composi¢do quimica realizada confirmou-se a presenca de cromo na superficie e no
interior do biossorvente. A biossor¢do de ions metalicos pelo subproduto da industria
cervejeira, apds encapsulagdo em alginato de sodio e utilizando-se biossurfactante
obtido a partir do mesmo microrganismo como coadjuvante se mostrou eficiente,
podendo ser aplicada em tratamento de efluentes.

Palavras-chave: cadmio, chumbo, cromo (VI), adsorcdo, manoproteinas, levedura
S.cerevisiae.



ABSTRACT

Contamination by toxic metals has become one of the most serious environmental
problems of today. The biosorption with biomaterials is a low-cost technology, effective
and easy to apply. Saccharomyces cerevisiae is a promising biosorbent due to its
chemical nature and being produced in large scale by the microorganism to be
responsible for the alcoholic fermentation process used in industries for drinks and
fermented and distilled alcoleira industry, waste or by-product being such industry.
Although many papers have reported the use of biomass for biosorption of toxic metals,
few have studied the encapsulation processes of biomass or the use of biosurfactants as
supporting the biosorption. Thus, the aim was to use the yeast S. cerevisiae as
biosorbent of toxic metals. First were built isotherms for chromium (VI) biosorption
using commercial yeast, which is submitted or not to thermal or chemical treatments
with alkalis. After the biosorption the tests with biosorbent obtained from beer industry
encapsulated sodium alginate were performed. The biosorbent characterization before
and after the immobilization process by chemical composition was performed,
determining the point of zero charge, and chemical and morphological characterization.
End the influence of the addition of biosurfactants in biosorption. Subsequently, the pH
study for the adsorption of cadmium, lead and chromium (V1) ions to construct the
adsorption isotherms was carried out. For the conditions that showed the best results for
the adsorption of chromium (V1) was carried out to characterize the adsorbents before
and after the process using SEM, FTIR and EDX. In a last step, it was used the best
conditions determined in previous tests for the biosorption of chromium (V1) using real
effluent. In the initial study of commercial yeast under different treatments for
biosorption of chromium (VI), it was observed that the untreated yeast showed the
highest adsorption capacity, 8.05 mg g™ compared to 7 mg g™ and 5 mg g™ in the yeast
treated with the chemical and thermal treatments, respectively. The biosorbent showed
adsorption capacity of 7.9 mg g, compared with 14.9 mg g™, where the addition of
biosurfactant obtained from commercial biomass S. cerevisiae was performed, which is
an increase of 60 % in biosorption capacity in 24 h. At pH study to biosorption process
with alginate encapsulated yeast in the presence of biosurfactant, the best pHs were 5.0
to cadmium and lead and 2.0 to chromium (V1). The adsorption capacities of ions were
178 mg g lead, represented by Langmuir isotherm model; 38 mg g™ to cadmium,
represented by BET isotherm model. In studies carried out with chromium (VI) the
maximum capacity reached was 72 mg g* at 25 °C. In real effluent, the maximum
capacity of chromium biosorption (V1) was 34.76 mg g, where in the equilibrium data
were represented by BET isotherm model. In the morphological analysis and chemical
composition performed confirmed the presence of chromium on the surface and inside
of the biosorbent. The metallic ions biosorption by-product of beer industry after
encapsulation in sodium alginate and using biosurfactant obtained from the same
organism as an adjuvant is efficient and can be used in wastewater treatment.

Keywords: cadmium, lead, chromium (VI) adsorption, mannoproteins, yeast S.
cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

Diversas industrias enfrentam desafios relacionados com os problemas
ambientais gerados pelos seus efluentes. O langamento de efluentes contendo metais
toxicos vem afetando grande parte da populacéo, visto que a maioria dos tratamentos
realizados para a remocdo destes metais ndo sdo eficientes para atingir os niveis
exigidos e necessarios para a conservacdo do meio ambiente.

Os metais toxicos sdo liberados no ambiente pela disposicdo incorreta dos
residuos produzidos pelas industrias. No Brasil sdo gerados 2,9 milhGes de toneladas de
residuos perigosos industriais por ano, sendo que somente 22% recebem tratamento
adequado, conforme estimativa da Associacdo Brasileira de Empresas de Tratamento,
Recuperagdo e Disposicdo de Residuos Especiais (ABETRE, 2012). O restante €
depositado indevidamente sem qualquer tipo de tratamento. Exemplos disso sdo a
disposicao de residuos solidos e industriais no solo, vazamentos e derramamentos,
atividades industriais (galvanoplastia e mineracdo), aplicacdo de fertilizantes e
agroquimicos, disposicdo no solo de rejeitos agroindustriais e lodos de estacdo de
tratamento de efluentes (WANG;CHEN,2006).

Estes metais tém a capacidade de acumular-se no solo e na agua, podendo ser
absorvidos pelo ser humano, seja por constituirem contaminantes em alimentos
industrializados ou através da cadeia trofica. Por terem a caracteristica de ndo serem
sintetizados e nem destruidos pelo homem, os metais toxicos bioacumulam, causando a
inativacao de enzimas devido a formacao de ligacdes entre o metal e grupos funcionais
das proteinas, causando danos irreversiveis em diversos organismos (VULLO, 2003).
No corpo humano, os efeitos dos metais toxicos sdao desde doencas de pele, como
dermatite alérgica e, mais raramente, provocar ulceracfes na pele formando cicatrizes,
perfuracbes do septo nasal, distdrbios afetivos, irritagdo neuromuscular, cefaléia,
nauseas e desmaios. Ha também suspeitas de que possam afetar o sistema imunoldgico
de seres humanos (SALGADO, 2003). Alguns desses metais sdo capazes de provocar
efeitos tdxicos agudos e cancer (BATISTA; FREIRE, 2010).

Para Santos (2010), dentre os metais toxicos, o0 chumbo, o niquel, o mercdrio, o
cadmio e o cromo sdo os de maior preocupacdo devido a acumulacdo em solos e
contaminacdo de aguas subterraneas, alterando a capacidade de auto-depuracéo,

resultando no acimulo destes contaminantes a niveis problematicos ou até prejudiciais
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(BORBA, 2010), provocando degradacdo ambiental em velocidade superior a de
regeneracdo natural (HUAMAN PINO, 2005).

Os efluentes contendo metais toxicos sdo destinados a estacdes de tratamento de
efluentes, que devem garantir que os padrbes de langamento segundo a legislacdo sejam
atingidos antes de serem lancados ao corpo receptor. Poréem, apesar das exigéncias
legais, alguns tratamentos de efluentes ndo conseguem reduzir os niveis de metais
toxicos aos padrbes exigidos. Desta forma, € imprescindivel o desenvolvimento de
tratamentos alternativos para a remogdo dos metais toxicos dos efluentes, que possam
ser aplicados em escala industrial, minimizando o impacto destes efluentes sobre o meio
ambiente.

Entre os tratamentos fisico-quimicos, tais como precipitacdo/neutralizacéo,
adsorcdo em carvao ativado, resinas de troca de ions, osmose inversa, extracdo de
solvente e tecnologias eletroquimicas, tém sido utilizados para o tratamento de efluentes
contendo metais téxicos. No entanto, estes processos pode ndo serem amigos do
ambiente, totalmente eficiente (precipitacdo/neutralizacao e tecnologias eletroquimicas)
ou apresentam custos muito elevados (tecnologias de membranas e resinas de troca
ibnica) quando aplicada a grandes volumes de aguas residuais contendo baixas
concentracdes de metal (1-100 mg L™?) (SOARES; SOARES, 2011). A adsorcéo
apresenta-se como um dos métodos promissores para o tratamento de efluentes
contaminados com metais toxicos. Aliada ao uso de adsorventes ndo convencionais,
especialmente aqueles oriundos de residuos industriais, pode reduzir custos
operacionais, viabilizando a aplicacdo da técnica para o tratamento de efluentes
contaminados.

Biossorcdo € o termo utilizado para indicar um grande nimero de mecanismos
independentes (adsor¢do quimica e ou fisica, interacGes eletrostaticas, troca idnica,
complexacédo, quelacdo e microprecipitacdo) onde um determinado poluente interage
com um adsorvente de origem bioldgica. Geralmente, 0s processos de biossorcdo
possuem vantagens em relacdo aos processos convencionais, tais como, o baixo custo,
grande disponibilidade, possibilidade de regeneracdo do bioadsorvente, seletividade e
ndo geracgdo de residuos secundarios (DOTTO et al., 2013).

A aplicacdo dessa tecnologia de tratamento depende do conhecimento da
capacidade de adsorcdo dos biossorventes, sendo necessario o conhecimento das curvas

de equilibrio, denominadas isotermas. As isotermas sdo obtidas através de experimentos
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em temperatura e agitacdo constantes em que se permite que um efluente contendo o
metal estudado entre em equilibrio quimico com uma biomassa, acarretando na reducao
da concentracdo do metal livre no meio. O ajuste das curvas de equilibrio a modelos
fisico-matematicos de isotermas permitem suposicdes a respeito da ligacdo e disposi¢édo
do adsorvato junto a biomassa. Além disso, o0s parametros desses modelos sdo
fundamentais para a aplicagdo em escala industrial. O comportamento gréafico das
isotermas pode apresentar-se de varias formas, auxiliando na identificagdo dos
mecanismos de adsor¢cdo envolvidos no processo, através de parametros de ajustes
obtidos de modelos matematicos (VOLESKY, 2001; FERREIRA et al., 2007).

O estudo da biossorcdo de metais toxicos com a biomassa Saccharomyces
cerevisiae € justificado devido ao intenso uso em fermentacdes, em larga escala, nas
indUstrias alimenticias e na producéo de alcool e, consequentemente, na alta quantidade
de residuos decorrentes dessas atividades (ALBERTINI et al., 2001). Como subproduto
de fermentacOes industriais, a Saccharomyces cerevisiae pode ser obtida em grandes
quantidades e a baixo custo, suprindo uma fonte viavel para aplicacdo em larga escala
nos processos de remediacdo (BRADY; DUNCAN, 1994; VOLESKY, 1994).

Os biossurfactantes sdo compostos intracelulares ou extracelulares produzidos
por microrganismos e que tem sido aplicados em inimeros setores industriais, com mais
relatos na biorremediacdo de residuos de petroleo, nas industrias alimenticias e
farmacéuticas. Sabe-se da influéncia dos biossurfactantes na disponibilizacdo de metais
em solos, mas pouco é conhecido ainda sobre a agdo dos biossurfactantes sobre
processos de adsorcdo em meio liquido utilizando biossorventes.

Dentre 0s biossurfactantes conhecidos, as manoproteinas apresentam
importancia, visto serem obtidas a partir da extracdo da parede celular de biomassa de S.
cerevisiae, que foi a biomassa escolhida como biossorvente neste trabalho.

A literatura aponta inimeros trabalhos utilizando este microrganismo em
processos de biossor¢do. Entretanto, um nimero menos expressivo utiliza esta biomassa
encapsulada, e pouco se conhece acerca da influéncia de biossurfactantes como
coadjuvantes de processos de adsor¢cdo de metais.

A temética de biossorcdo de metais toxicos por microrganismos tem sido
estudada na Universidade de Passo Fundo atraves do Curso de Engenharia Ambiental e
do Programa de Pds Graduagcdo em Engenharia Civil e Ambiental desde 2010. Em

2012, um projeto nesta tematica foi aprovado no Edital Pesquisador Gaucho da Fapergs,
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buscando estudar a biossorcdo de metais tdxicos por microrganismos. Estudos de

biossorcdo de metais toxicos foram realizados com microalgas, fungos e com a levedura

utilizada no atual estudo.

Considerando-se que nos trabalhos mencionados essa levedura apresentou bons

resultados de biossor¢do, o objetivo geral foi utilizar a levedura Saccharomyces

cerevisiae comercial e o subproduto da industria cervejeira como biossorventes de

metais toxicos no poés-tratamento de efluentes contaminados, buscando reduzir o

potencial poluidor destes efluentes.

a)

b)

f)

9)

Os objetivos especificos foram:

Estudar a biossorcdo de cromo (V1) pela levedura Saccharomyces cerevisiae
comercial com diferentes tratamentos - térmico e quimico;

Estudar a encapsulacdo da biomassa obtida de indlstria de cerveja em alginato
de sadio;

Caracterizar o biossorvente através de analises quimicas e morfoldgicas (MEV,
EDX, FTIR);

Estudar a capacidade de biossor¢do do biossorvente em efluente sintético;
Avaliar o efeito da adicdo de biossurfactante de parede celular de levedura
(manoproteinas) como coadjuvantes dos processos de biossorcao;

Construir as isotermas de biossor¢do de metais toxicos (cadmio, cromo (V1) e
chumbo) com o biossorvente desenvolvido;

Estudar a biossorcéo utilizando o biossorvente em efluente real.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biossorgao

A biossorcdo € um processo no qual se emprega biomassa vegetal ou microbiana
na retencdo, remocdo e recuperacdo de metais toxicos em ambientes liquidos
(VOLESKY, 2001). E baseada em varios mecanismos que diferem quantitativa e
qualitativamente de acordo com as espécies usadas, a origem da biomassa e até mesmo
0 seu processamento (BORBA, 2010). Segundo Kapoor e Viraraghavan (1995), o
sequestro de ions metalicos pelas paredes celulares ocorre por meio de dois
mecanismos, um pela ligacdo direta nos grupos funcionais e o outro, pela interacdo
fisico-quimica, troca ibnica e sor¢do quimica, pelo fendbmeno conhecido por adsorcao.
Enquanto que a quelacdo e a adsorcdo dependem de processos fisico-quimicos entre 0s
ions metéalicos e os grupos funcionais da superficie da célula, a acumulacao intracelular
¢ associada a uma etapa ndo metabolica de biossorcdo dos ions metalicos pelos sitios
ligantes da estrutura celular. E outra, a qual estes ions passam pela membrana celular
através de ciclos metabolicos celulares e, portanto € um processo mais lento e que
necessita de células viaveis (MALIK, 2003).

Desta forma, a biossor¢do surge como um processo alternativo ou suplementar
em decorréncia de caracteristicas como o preco reduzido do material biossorvente,
aplicacdo em sistemas com capacidade de detoxificar grande volume de efluente com
baixo custo operacional, possivel seletividade e recuperacdo da espécie metalica (HAN,
1998; ROCHA; MARCATO; COSSICH, 2005).

Dhamkhar e Hooda (2011) definem a bioacumulacdo como a remocdo de
toxicantes por células vivas; o toxicante pode ser transportado para dentro da célula e
acumular intracelularmente, cruzando a membrana celular através do ciclo metabdlico
celular. O processo ativo de biorremogdo também requer fornecimento de nutrientes
adequados, aeracdo e temperaturas para o crescimento dos microrganismos. Dessa
forma, o processo de adsorcdo mostra-se, de fato, economicamente mais vantajoso. No
entanto, se a combinacdo de absorcéo e adsorgdo aumentarem a eficiéncia do processo
de remocédo do metal toxico, a relacdo custo-beneficio seria beneficiada e tal processo
seria mais vantajoso (PALLU, 2006).
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O uso de biomassas mortas parece ser uma alternativa preferencial para a
remocdo de metais. I1sso se deve a auséncia de problemas relativos a toxicidade dos
metais, auséncia de requerimentos de crescimento e nutrientes e o fato que metais
biossorvidos podem ser recuperados e a biomassa regenerada pode ser reutilizada
(WASE; FOSTER, 1997).

O processo de biossor¢do envolve uma fase solida (biossorvente: material
bioldgico) e uma fase liquida (sorvente: normalmente agua) contendo as espécies a
serem sorvidas (sorvato: ions de metais). O sorvato ¢ atraido pelo sélido e capturado por
diferentes mecanismos; 0 processo continua até atingir o equilibrio entre os ions
capturados e os ions dissolvidos (DAS et al., 2008; DHAMKHAR; HOODA, 2011).

O entendimento dos mecanismos pelos quais 0s biossorventes acumulam metais
¢ importante para o desenvolvimento de processos de concentracdo, remogdo e
recuperacdo de metais de solucdes aquosas (DAS et al., 2008; DHAMKHAR; HOODA,
2011).

Os mecanismos de biossorcdo de metais sdo complexos e, geralmente, baseados
nas interagdes fisico-quimicas entre os ions de metais e grupos funcionais presentes na
superficie das células, como interacdes eletrostaticas, trocas idnicas e complexacdo. Os
principais fatores operacionais que afetam o processo de biossor¢do de metais séo: tipo
e natureza da biomassa, concentracdo inicial do soluto, concentracdo da biomassa na
solucdo, fatores fisico-quimicos como temperatura, pH e for¢a ibnica (DHAMKHAR;
HOODA, 2011; DAS et al., 2008).

As maiores vantagens da biossorcdo em relacdo aos méetodos convencionais de
tratamento sdo (MOHANTY et al., 2006 apud PAMUKOGLU; KARGI, 2007):

a) Baixo custo;

b) Elevada eficiéncia de remocao de metal em solucdes diluidas;

c) Auséncia de requisitos nutricionais adicionais;

d) Capacidade de regeneracdo do biossorvente;

e) Possibilidade de recuperar o metal;

f) Adsorcéo seletiva de ions metalicos;

g) CondicGes de operacdo apropriadas para uma larga gama de condicOes
ambientais.

Muitos requisitos devem ser estabelecidos para a implementacdo de uma

tecnologia de biossorcdo de metais tOxicos, para que O processo apresente
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competitividades técnica e econdmica. A biomassa deve ter capacidade de acumulagéo
elevada, da ordem de 70 mg g™ a 100 mg g™*; a adsorcdo deve ser rapida e eficiente; o
material biolégico deve apresentar baixo custo, ser reutilizavel, e ser adaptavel a
diferentes configuracOes de reatores e a separacdo do metal retido deve ser facil e de
baixo custo (PALLU, 2006).

A pesquisa sobre biossorcdo tem como foco os trés principais campos: 0s
biossorventes, os mecanismos de biossor¢do e a sua aplicacdo em larga escala. Os
primeiros relatos descreveram os biossorventes como abundantes materiais bioldgicos,
que poderiam ser utilizados para remover até pequenas quantidades de metais toxicos de
efluentes industriais, a muito baixo custo (VIEIRA; VOLESKY, 2000), dentre eles,
estdo os diversos materiais naturais ou de origem bioldgica, incluindo bactérias, fungos,
leveduras, algas, e outros (BORBA, 2010).

De um modo geral, o processo de biossorcdo de metal pelas células vivas é
considerado como um processo de duas etapas. Em primeiro lugar, os ions metalicos
sdo adsorvidos a superficie de células por interacGes entre os grupos funcionais do metal
indicadas na superficie das células, tais como carboxila, fosfato, hidroxila, amina,
enxofre, sulfureto, o grupo funcional thiol. A primeira etapa, também chamada de
biossorcdo passiva, se caracterizagcdo por ser metabolismo independente e prossegue
rapidamente em poucos minutos por qualquer um ou uma combinagdo dos seguintes
mecanismos de metal de ligacdo: coordenacdo, complexacdo, troca ibnica, adsorcéo
fisica (por exemplo eletrostatica) ou microprecipitagdo inorganica. Bioadsorcao passiva
é um equilibrio dindmico de adsor¢do-dessorcao reversivel. Os ions metalicos ligados
na superficie podem ser eluidos por outros ions, agente quelante ou acidos. No segundo
processo, 0s ions metalicos penetram a membrana celular e entram nas células, também
chamadas de biossorcdo ativa (VOLESKY, 1990; MADRID; CAMARA, 1997;
VEGLIO; BEOLCHINI, 1997; WANG et al., 2000).

2.1.1. Cinética de biossorcao

Para a selecdo do material adsorvente, ndo s6 é necesséria a informacdo da
quantidade de material que pode ser adsorvida, que é obtida através das isotermas de
adsor¢do, mas também a taxa de adsorcdo e dos mecanismos envolvidos na

transferéncia de massa (CRINI; BADOT, 2008). Através da analise das cinéticas, pode
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ser estabelecido o tempo de residéncia para que o processo de adsor¢édo seja concluido.
Além disso, o comportamento cinético serve como informagdo a respeito dos
mecanismos de transferéncia de massa, além de ser um indicativo do desempenho de
sistemas em leito fixo ou qualquer outro sistema de adsorcdo (QIU et al., 2009;
ANNADURAI et al., 2008).

Os modelos cinéticos podem ser Uteis para compreender melhor os mecanismos
de biossorcdo de metais e para avaliar o desempenho de biossorventes para remocgéo de
metal.

A determinacdo da taxa de adsorcdo do metal pelo biossorvente baseia-se
frequentemente no estado de equilibrio do sistema de adsorcdo. A taxa de adsorcao, g, €
normalmente expressa em miligramas de metais adsorvido por grama de sorvente (a
base seca para os célculos de engenharia de processo de equilibrio de massa)
(KRATOCHVIL; VOLESKY, 1998).

2.1.2. lsotermas de biossorc¢do

O equilibrio de biossorcdo é geralmente descrito pelas isotermas de biossorgéo,
elas descrevem como o0s poluentes interagem com o material biossorvente e, portanto,
sdo essenciais para aperfeicoar o uso do mesmo (AKSU, 2005).

Os estudos de equilibrio fornecem informac&o sobre a capacidade de remocéo de
metais toxicos. As isotermas de adsor¢do dependem de varios fatores e expressam as
propriedades da superficie e a afinidade da biomassa pelos ions (VOLESKY, 2004). O
valor da maxima capacidade de adsor¢do € uma caracteristica importante para conhecer
0 desempenho da biomassa a altas concentragdes do sorvente e ter sua caracterizagéo.

As isotermas de equilibrio descrevem quanto de massa de contaminante
(adsorvato) pode ser adsorvida por determinado biossorvente (adsorvente) (ge), em
funcdo da concentracdo de equilibrio da fase fluida (Ce), e constituem parametros
criticos na otimizacdo de sistemas de adsor¢cdo. O modo mais comum de obter uma
isoterma de adsorcdo € determinar a concentracdo da solucdo antes e depois da
adsorcdo, em varias concentragfes iniciais de biossorvente, buscando encontrar a
quantidade correta de biossorvente necessario para a remocdo do material solvel
(ANNADURAI et al., 2008).
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O calculo da quantidade de metal capturado baseia-se em um balan¢o de massa
do sistema de sorcao. A expressao grafica da isoterma é geralmente uma hipérbole com
o valor da captura da biomassa e uma aproximacdo do valor da completa saturacdo do
material adsorvido a altas concentracfes (VOLESKY, 2004).

Uma das formas de se classificar as isotermas de adsorcéo é dada por Weber e
Chakravorti (1974), e relaciona o equilibrio entre a concentracdo do adsorvato na
solucdo e a concentracdo do adsorvato nas particulas do adsorvente, a uma dada
temperatura. Nesta classificacdo a adsorcdo é estudada em meio aquoso. A adsorcéao
pode ter tanto carater fisico quanto quimico, e a forma grafica que a isoterma apresenta

da indicios da natureza de adsor¢édo (Figura 1).

Figural - Classificacdo das isotermas de adsorcao sugerida por Weber e
Chakravorti (1974)

Irreversivel

avoravel

Extre mamente
favorawvel

Linear

Nao favoravel

ge (Concentragdo de equilibrio no sélido)

Ce (Concentracdo de equilibrio no liquido)
Fonte: Weber e Chakravorti (1974)

Portanto, a forma de uma curva de isoterma nao s6 prové informacédo sobre a
afinidade entre as moléculas, mas também reflete o possivel modo de interacdo entre as
moléculas. Entdo, a correlacdo de dados de equilibrio através de equacdes tedricas ou
empiricas, € essencial para o projeto pratico e operacdo dos sistemas de adsorcdo. Para
aperfeicoar o projeto de um sistema de adsorcao é importante estabelecer a correlacdo

mais apropriada para as curvas de equilibrio (WONG et al., 2004).
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Giles et al. (1960) dividiram as isotermas de adsor¢cdo em quatro principais
classes, de acordo com sua inclinacdo inicial e, cada classe, por sua vez, em Varios
subgrupos, baseados na forma das partes superiores da curva. As quatro classes foram
nomeadas de isotermas do tipo S (“Spherical”), L (“Langmuir”), H (“High affinity”) e C

(“Constant partition”), conforme apresentado na Figura 2.

Figura 2 - Classificacdo das isotermas de adsorcao segundo Giles et al.(1960)

Clase

Y

Subgrupo
Ceq (mg.g™)

O\

— —»
Ce (mgL1)
Fonte: adaptado de Giles et al. (1960)

/
J/—
/

Isotermas do tipo S: este tipo de isoterma tem inclinacdo linear e convexa em
relacdo a abscissa. A adsorcao inicial é baixa e aumenta a medida que o numero de
moléculas adsorvidas aumenta. Isto significa que houve uma associacéo entre moléculas
adsortivas chamadas de adsorcdo cooperativa (FALONE; VIEIRA, 2004). Esse tipo de
isoterma possui um ponto de inflexdo, gerando uma curva em forma sigmoidal. Esse

fato sugere que a interacdo adsorbato-adsorbato € mais forte do que a interacdo
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adsorbato-adsorvente. Essa condicdo favorece a adsor¢do de moléculas na superficie
devido a forte atracdo com outras moléculas adsorvidas (ANNADURAI et al., 2008).

Isotermas do tipo L: na isoterma do tipo L a relacdo entre a concentracdo do
composto restante na solucdo e a quantidade adsorvida na superficie sélida, diminui
quando a concentracdo do soluto aumenta, fornecendo uma curva coOncava
(MAGALHAES, 2007). A forma L possui inclinagdo n&o linear e concava em relacio a
abscissa. Nesse caso, ha uma diminuigdo da disponibilidade dos sitios de adsorcao
quando a concentracdo da solucdo aumenta (FALONE; VIEIRA, 2004).

Isotermas do tipo H: é um caso particular da isoterma do tipo L. Esse tipo de
isoterma indica alta afinidade entre o soluto e o adsorvente (RODRIGUEZ et al., 2009).
Geralmente, nesse tipo de isoterma € observado um declive inicial muito acentuado
(ANNADURAI et al., 2008).

Isotermas do tipo C: sdo isotermas lineares onde se mantém em equilibrio a
massa de soluto na solucdo aquosa e a massa de soluto adsorvida no adsorvente, sem
que se possa especificar os mecanismos de adsorcdo entre o soluto e o adsorvente
(RODRIGUEZ et al., 2009). Esta isoterma admite que a relacdo entre a quantidade
adsorvida na superficie e a concentracdo em equilibrio é a mesma em toda a faixa de
concentragdo (MAGALHAES, 2007).

Para Silvas (2010) modelos de isotermas de equilibrio sdo geralmente
classificados em equacBes empiricas e modelos mecanicistas, com base no mecanismo
de biossorcédo de ions metélicos. As equagfes de Langmuir e Freundlich sdo os modelos
de isotermas mais utilizados, descrevendo o equilibrio ndo linear entre o poluente

adsorvido nas células e os poluentes em solucdo a uma temperatura constante.
2.1.3. Modelos de isotermas
2.1.3.1.1soterma de Langmuir
O modelo de isoterma de Langmuir (LANGMUIR, 1918) assume que um
adsorvente possui sitios especificos, homogéneos e energeticamente idénticos de

adsorcdo. Dessa forma, quando uma molécula atinge determinado sitio nenhuma

adsorcdo adicional pode ocorrer naquele local. Tendo o adsorvente uma capacidade
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finita de adsorver determinada substancia, a saturagdo da monocamada (com Ce—0)

pode ser representada pela Equacdo 1 (WONG et al., 2004):

— AmKkLCe
Qe = 14k, (1)

Sendo
Om a méxima capacidade de adsor¢do na monocamada (mg g™);

k. a constante de Langmuir (L mg™).

2.1.3.2. Isoterma de Freundlich

A isoterma de Freundlich (FREUNDLICH, 1926) foi um dos primeiros modelos
empiricos utilizados para correlacionar dados de adsorcdo. Baseado na ndo idealidade
da lei de Henry, valida para gases perfeitos em sistemas homogéneos, a heterogeneidade

do sistema é caracterizado pelo fator 1/n (Eqg. 2):

qe = kpC} )
Sendo
ke a constante de Freundlich (mg g™*(L mg™)");

n o fator de heterogeneidade.

2.1.3.3. Isoterma de BET

A isoterma de BET foi postulada por Brunauer-Emmett-Teller (BRUNAUER et
al., 1938) para a adsorgéo de gases em multicamadas. Esta isoterma € uma extensdo
classica do modelo de Langmuir, considerando que o calor de sor¢do da monocamada é
idéntico as demais multicamadas formadas (EBADI et al., 2009; KELLER; STAUDT,
2005). A isoterma de BET é representada pela Equacéo 3:

_ qperk1Ce
(1= kyCo)(1 — kyCo + i1 C,) (3)

de

Sendo
geer @ capacidade de adsorgdo da monocamada (mg g);
ky idéntico a k_da Equacéo de Langmuir (Eq. 1) (L mg™);

k, 0 inverso da concentracdo em que a capacidade de adsorcéo tente ao infinito (L mg™).
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2.2.  Metais Toxicos

O grande desenvolvimento industrial ocorrido nas Ultimas décadas tem sido um
dos principais responsaveis pela contaminacdo das aguas e dos solos, seja pela
negligéncia no seu tratamento antes de despeja-las nos rios ou por acidentes e descuidos
cada vez mais frequentes, que propiciam o lancamento de muitos poluentes nos
ambientes aquaticos e terrestres (KAWAI et al., 2012).

Os metais toxicos estdo entre os principais poluentes encontrados, que
constituem um grupo de aproximadamente quarenta elementos. Um metal é considerado
toxico quando, em sua forma elementar, apresentar uma densidade igual ou superior a 5
g cm™ ou quando seu niimero atdmico for maior que 20.

A acgdo dos metais toxicos na saude humana é muito diversificada e profunda.
Entre 0s mais perigosos estdo o mercurio, o cddmio, cromo e o chumbo. Os metais
toxicos diferem de outros agentes toxicos porgque nao sdo sintetizados nem destruidos
pelo homem (KAWAI et al., 2012).

Segundo Dhankhar e Hooda, (2010) existem diversas fontes pontuais antropicas
de liberacOes de metal para 0 meio ambiente, entre estes 0s quatro a seguir aparecem
como os alvos prioritarios, particularmente no mundo industrializado:

a) drenagem acida de mina (DAM) — associada as operagdes de mineracao;

b) lixiviados de aterros de residuos perigosos (Classe 1);

b) solucdes para os residuos do setor de galvanoplastia (crescimento industria);

c) geracdo de energia a base de carvdo (taxa de transferéncia de enormes
quantidades de carvao);

d) a mineracdo de uranio para a geracdo de energia nuclear (processamento e
geracao de residuos especiais).

Os efluentes contaminados com metais toxicos sdo gerados a partir de diversos
processos industriais, 0s principais processos geradores e metais estdo apresentados no
Quadro 1.
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Quadro 1 - Principais fontes industriais de efluentes com metais toxicos

Metal Fontes Principais

Industria de baterias automotivas, chapas de metal semi-acabado,
tubulacdes de metal, aditivos em gasolina, municao;
Chumbo o . ) . e
Industria de reciclagem de baterias automotivas para reutilizagdo de

chumbo;

Fundicéo e refinagdo de metais como zinco, chumbo e cobre;
Cadmi Derivados de cadmio sdo utilizados em pigmentos e pinturas, baterias,
admio
processos de galvanoplastia, solda, acumuladores, estabilizadores de PVC,

reatores nucleares;

. Mineragdo e o uso de derivados na industria e na agricultura;
Mercurio ) . 3
Células de eletrolise do sal para producéo de cloro;

Cromo Curticdo de couros, galvanoplastias;

Fonte: o autor

Como observado no Quadro 1, sdo inumeras as industrias que geram efluentes
contaminados com metais toxicos. Reforcando a importancia de estudos relacionados a
estes metais devido aos seus intensos efeitos toxicos ao homem e outros seres Vivos,
assim como pela sua ampla liberacdo no ambiente. Os metais toxicos também podem
afetar a fertilidade dos solos e no caso de aquiferos e aguas superficiais, pode ocorrer
um sério comprometimento do uso deste recurso como fonte de agua para o consumo
humano (HUAMAN PINO, 2005).

Na Tabela 1 séo apresentados os padrdes de emisséo de efluentes para alguns
metais nos corpos d’agua, de acordo com o CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente, Res. 357 de 2005 e Res. 397 de 2008) e com o CONSEMA (Conselho
Estadual do Meio Ambiente, Res. 128 de 2006).
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Tabela 1 - Padrdes de emissdes de efluentes para alguns metais em corpos da aguas
segundo CONAMA e CONSEMA

Elemento Limite CONAMA Limite CONSEMA
Arsénio 05mgL™ 01mgL*

Cromo (I11) 1,0mg L™?

Cromo (V1) 01mglL* 01mgL*
Céadmio 0,2mg L™ 0,1mg L™
Chumbo 0,5mg L™ 02mg L™

Niquel 20mgL* 1,0 mg L™*
Zinco 5mg L™ 20mgL*

Fonte: CONAMA n°357/2005; CONSEMA n°128/2006

A toxicidade dos metais toxicos acontece através do bloqueio de atividades
bioldgicas, especificamente pela inativacdo enzimatica devido a formacdo de ligacbes
entre o metal e alguns grupos funcionais das proteinas, causando danos irreversiveis em
diversos organismos (VULLO, 2003).

Geralmente os efeitos causados pelos metais toxicos sdo dificeis de serem
distinguidos e perdem em especificidade, pois podem ser provocados por outras
substancias toxicas ou por interacdes entre varios agentes quimicos. A manifestacdo dos
efeitos toxicos esta associada a dose e pode distribuir-se por todo o organismo, afetando
varios 0rgdos, alterando os processos bioquimicos, organelas e membranas celulares
(KAWAI et al., 2012).

Os metais toxicos cadmio, cromo VI e chumbo foram estudados no processo de

biossorcdo com o objetivo de remové-los de efluentes contaminados.

2.2.1. Cadmio

O cadmio é um elemento quimico relativamente raro, que ndo se encontra em
estado livre na natureza. O cadmio se apresenta geralmente como mineral combinado
com outros elementos, como o oxigénio, cloro e enxofre. Ele é geralmente obtido
durante a producédo de outros metais (zinco, cobre e chumbo) e oxida-se com facilidade
(ATSDR, 2013).
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Na industria, o cadmio esté presente no revestimento de metais, na fabricacdo de
plasticos, nas tintas pra pintar plasticos. A galvanoplastia € um dos processos industriais
que mais utiliza o cadmio (entre 45 a 60% da quantidade produzida por ano). Na
agricultura, uma fonte direta de contaminacdo pelo cadmio € a utilizacdo de fertilizantes
fosfatados, sendo que a captacdo de cadmio pelas plantas é maior quanto menor o pH do
solo (CAMPOQOS, 2014).

Os residuos da fabricacdo de cimento, da queima de combustiveis fosseis e lixo
urbano e de sedimentos de esgotos que contem cadmio, quando liberados para a
atmosfera sdo precitados e se depositam no solo agricola, podendo se acumular nas
plantas ou serem carreados para os rios, contaminando o meio ambiente (CAMPQOS,
2014).

Entre os usos comerciais do cadmio podem ser citados 0 emprego como
cobertura para prevenir a corrosao, em baterias niquel-cddmio, como reagente quimico e
pigmento (ATSDR, 2013).0 cadmio procedente das industrias de producdo de zinco,
minérios de fosfato e producéo de fertilizantes fosfatados artificiais, termina geralmente
nas aguas residuais. Ele pode atingir também o solo ou o ar através da queima de
residuos urbanos ou da queima de combustiveis fosseis (ATSDR, 2013).

O cadmio é um elemento de vida biologica longa (10 a 30 anos) e de lenta
excrecdo pelo organismo humano, sendo a principal forma de contaminacdo por
inalacdo. Os efeitos toxicos provocados pelo cadmio compreendem principalmente
disturbios gastrointestinais, hepéticos (figado), diminuicdo da absorcdo de calcio,
aumento da excrecao do célcio e deplecédo de zinco, tendo como 6rgao alvo primario nas
exposicoes a longo prazo o rim (CAMPQOS, 2014).

O cédmio é adsorvido pelos seres humanos através de certos alimentos ricos
neste elemento, como paté, cogumelos, mariscos, cacau e algas secas. O cadmio pode
produzir em seres humanos efeitos na satude como diarréias, dor de estbmago e vomitos
severos, fratura de 0ssos, problemas de reproducdo, danos ao sistema nervoso central,
danos ao sistema imunolégico, desordens psicolégicas, possivel dano no DNA e cancer
(ATSDR, 2013).
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2.2.2. Chumbo

O chumbo ndo € um elemento abundante e a principal aplicacdo do chumbo
ocorre na fabricacdo de baterias elétricas para veiculos automotivos. A existéncia de
diversas ligas de chumbo permite a sua ampla utilizacdo na inddstria, bem como no
revestimento de certos cabos elétricos (LEMOS et al., 2008).

Compostos de chumbo sdo adsorvidos por via respiratdria e cutanea. Os
chumbos tetraetila e tetrametila também sdo adsorvidos através da pele intacta, por
serem lipossoltveis. O chumbo € utilizado principalmente nas indUstrias extrativa,
petrolifera, de baterias, tintas e corantes, ceramica, cabos, tubulacBes e municbes
(CAMPQOS, 2014).

De um modo geral, os compostos de chumbo s&o nocivos para 0s animais.
Porém, o chumbo e o sulfato de chumbo sdo pouco adsorvidos, sendo considerados
praticamente indcuos. No entanto, alguns dos seus sais soltveis, como cloreto, nitrato e
acetato, sdo venenosos. A principal causa de intoxicacdo com chumbo é a exposicao a
vapores e poeiras dos seus compostos. Os sintomas de intoxicagdo séo: desconforto
intestinal, fortes dores abdominais, diarréia, perda de apetite, nauseas, vomitos e caibras
(LEMOS et al., 2008).

O sistema nervoso, a medula 6ssea e 0s rins sdo considerados O0rgdos criticos
para o chumbo, que interfere nos processos genéticos ou cromossémicos e produz
alteracdes na estabilidade da cromatina em cobaias, inibindo reparo de DNA e agindo
como promotor do cancer. Por isso estd ligado ao cancer de pele e/ou pulméo
(CAMPQS, 2014).

Sabe-se que algumas plantas tém a capacidade de absorver e acumular chumbo,
que se mostra inofensivo as mesmas. Desta forma, os animais que se alimentam destas
plantas podem ingerir o chumbo e, neste caso, sofrer uma intoxicagdo. Por esta razéo,
ndo se utilizam compostos de chumbo em pesticidas ou inseticidas (LEMOS et al.,
2008).
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2.2.3. Cromo Hexavalente

O cromo se encontra em rochas, animais, plantas, solo, pé e gases vulcanicos e
as formas mais comuns do cromo sdo a forma metalica, trivalente e hexavalente. O
cromo (I11) pode ser encontrado naturalmente no ambiente e € um elemento essencial. O
cromo (VI) e o cromo (0) séo produzidos geralmente em processos industriais (ATSDR,
2013).

O cromo (VI) presente no meio ambiente €, geralmente, o resultado de
aplicacdes de fabricacdo de produtos quimicos, téxteis e eletro-pintura. Por ser instavel
o Cr (V1) tem sua oxidacdo favorecida em pH menor que 5, 0 que torna preocupante a
presenca deste ion em efluentes (MICHALAK et al., 2007). A maior toxicidade do Cr
(V1) se deve as elevadas solubilidades e mobilidades em dgua (DONG et al., 2009).

O cromo (V1) é relativamente estavel no ar, mas é reduzido ao estado trivalente
em contato com matéria organica do solo e agua. No ar, 0s compostos de cromo estdo
presentes principalmente como particulas do p6 depositando-se no solo e na agua. O
cromo pode se aderir fortemente ao solo, sendo que pouca quantidade pode vir a se
dissolver na dgua e assim passar a camadas de solo mais profundas e depésitos de aguas
subterraneas.

O metal que atinge as aguas dos rios, seja pelo ciclo natural ou por intervencéo
humana, pode atingir 0s oceanos e depositar nos sedimentos. O cromo (V1) é acumulado
em espécies aquaticas por difusdo passiva (CETESB, 2012).

A exposicdo ao cromo (VI) pode ocorrer, geralmente, através da inalagéo,
contato com a pele e ingestdo. A exposicdo também pode ocorrer através do trabalho
nas indastrias metalUrgicas e téxteis e através da respiracdo num ambiente de trabalho
contaminado. Ha registros de reacBes alérgicas e lesbes na pele apds a exposicdo e
inalacdo de elevadas concentracdes de cromo (V1) além de causar a grave irritacdo do
trato respiratdrio superior (KODAK, 2012).

Outros potenciais efeitos adversos para a saude incluem lesdes ao nivel do
figado e dos rins. Os potenciais efeitos do cromo (V1) variam principalmente com as
espécies e as quantidades absorvidas na corrente sanguinea, a duracdo da exposi¢éo e a
rota de exposicao (KODAK, 2012).

O cromo (VI) encontra-se na maior parte das listas nacionais e internacionais de

materiais de elevada toxicidade. Nos Estados Unidos, o cromo (V1) é regulamentado
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como uma substancia perigosa, perigoso poluente do ar, quimico téxico e um poluente
prioritario ao abrigo da lei de salubridade da agua. O elemento integra a listagem da
EPA (Agéncia Ambiental dos EUA) dos 129 poluentes mais criticos (KODAK, 2012).
Os compostos de Cr (VI) séo classificados pela Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC) como cancerigenos para o ser humano (CETESB, 2012).
Essa categoria comumente é usada para agentes para 0s quais a evidéncia de cancer é

inadequada no ser humano e inadequada ou limitada em animais de experimentagéo.

2.3.  Levedura Saccharomyces cerevisiae

As leveduras sdo organismos pertencentes ao reino fungi, possuindo
caracteristicas tipicas dos fungos como presenca de parede celular rigida, ndcleo
organizado com membrana nuclear (célula eucariotica), nutricdo heterotrofica atraves de
absorcéo dos nutrientes (KURTZMAN; FELL, 1998 apud FUENTEFRIA, 2007). Elas
se diferenciam dos fungos, pois possuem um talo predominantemente unicelular e se
reproduzem assexuadamente, por brotamento, do qual resultam células-filhas
inicialmente menores que a célula méde. Apresentam membrana celular bem definida,
pouco espessa em células jovens e rigidas em celulas adultas (ALVES, 2008).

As leveduras sdo, na sua maioria, aerobias obrigatdrias, com excecao de algumas
leveduras fermentadoras anaerdbias facultativas que podem se desenvolver em ambiente
com oxigénio reduzido ou mesmo na auséncia deste elemento (SILVA, 2009). O pH
ideal do meio de cultivo das leveduras varia entre 3 e 8, mas normalmente toleram pH
acido (NASCIMENTO, 2012). S&o organismos mesofilos, ou seja, a fermentacdo pode
ocorrer dentro de uma faixa de 10 °C até 35 °C e dentro deste intervalo, quanto maior a
temperatura maior sera a velocidade do processo fermentativo (RODRIGUES et al.,
2005 apud KLEIN, 2006).

A temperatura 6tima da levedura Saccharomyces cerevisiae é de 25 °C e o pH
otimo é entre 55 a 6,0 (OLIVEIRA, 2008). A parede celular de Saccharomyces
cerevisiae € uma estrutura elastica que proporciona protecdo osmotica e fisica que
determina a forma da célula. A camada interna da parede é, em grande parte,
responsavel pela resisténcia mecanica da parede e também fornece os locais de ligacao
para as proteinas que formam a camada exterior da parede. A camada externa de

proteina também limita a permeabilidade da parede celular, protegendo a membrana
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plasmética de um ataque por enzimas de membrana externa e compostos perturbadores.
E importante salientar que a composi¢io e organizacdo molecular da parede celular
podem variar consideravelmente. Por exemplo, a incorporacdo de muitas proteinas da
parede celular é temporal e, especialmente, controlada e depende fortemente das
condi¢Ges ambientais. Do mesmo modo, a formacdo de proteinas especificas na parede
celular de polissacarideos complexos é fortemente afetada por condicbes externas
(KLIS et al., 2002).

O género Saccharomyces tem passado por inimeras mudancas desde a sua
descoberta, ha 150 anos. Quando a primeira publicacdo sobre taxonomia de leveduras
foi compilada por Guilliermond, em 1912, o género Saccharomyces compreendia 46
espécies, divididas em seis grupos, separados de acordo com a atividade fermentativa
sobre 0s agUcares. Entretanto, varias outras divisdes ocorreram e outras novas espécies
foram descritas, principalmente o grupo Saccharomyces sensu stricto, obtendo-se como
resultado, em 1970, 41 espécies dentro do género Saccharomyces (GUMARRAES,
2005).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € responsavel pela producdo dos
principais produtos de fermentacdo (em termos de tonelagem mundial por ano), isto ¢,
60 milhdes de toneladas de cerveja, 30 milhGes de toneladas de vinho, 800.000
toneladas de proteina microbiana e 600.000 toneladas de fermento de péo
(PRETORIUS; TOIT; RENSBURG, 2003).

Por ser um microrganismo ndo patogénico, e devido a sua longa historia de
aplicagdo na produgdo de produtos consumiveis, a levedura Saccharomyces cerevisiae é
bastante atrativa na producdo de alimentos, bebidas alcodlicas e processos
biotecnoldgicos (OSTERGAARD et al., 2000).

Os sistemas que aplicam a biotecnologia de leveduras sdo responsaveis por uma
gama de processos e produtos que movimenta atualmente uma fracdo consideravel da
economia tanto no mercado interno quanto no externo. O desenvolvimento desses
processos tem despertado interesse nos meios empresariais induzindo a busca de novas
investigacOes cientificas com o objetivo de ampliar o leque de novos produtos. A sua
utilizacdo envolve desde a &rea de alimentos, salide, até a ambiental, colocando-o dentro
das tendéncias mercadol6gicas como um produto de altissima demanda (ALVES,
2008).
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A S.cerevisiae apresenta caracteristicas muito interessantes para aplicacdo na
biotecnologia, porque o DNA de outra espécie pode ser diretamente colocado em
posicao especifica em seu genoma. Além desses fatores, vale ressaltar que a levedura
ndo é patogénica, ou seja, ndao € normalmente causadora de doencas. Assim, sua
manipulagdo é mais segura, mesmo quando feita em grandes quantidades, em relacdo a
de outros organismos microscopicos usados em pesquisa de laboratério
(OSTERGAARD et al., 2000).

A levedura S.cerevisiae também é utilizada em tratamento de rejeitos liquidos e
solidos contendo metais toxicos, pois ela é reconhecida como um microrganismo seguro
e pode ser usado sem preocupacdo além de possuir capacidade de acumular uma vasta
gama de metais toxicos em uma variedade de condices externas (WANG; CHEN,
2006).

2.3.1. Vantagens da biossorcao pela S. cerevisiae

De acordo com Wang e Chen (2006), dentre as vantagens da utilizacdo da
levedura S. cerevisiae na biossor¢do de metais toxicos pode-se citar:

a) Facil cultivo em larga escala, a levedura pode ser facilmente cultivada
usando técnicas de fermentacdo e meios de culturas baratos (KAPOOR,;
VIRARAGHAVAN, 1995). Além disso, o rendimento da biomassa também é elevado.

b) A biomassa de S. cerevisiae podem ser obtidos a partir de varias
industrias alimentares e de bebidas. A S.cerevisiae como um subproduto, é mais facil
obter a partir da industria de fermentacdo, em comparagdo com outros tipos de biomassa
microbiana de residuos.

C) A S.cerevisiae é geralmente considerada como segura. Portanto,
biossorventes feitos a partir desta levedura podem ser facilmente aceitos pelo publico
quando aplicados na pratica.

d) A S. cerevisiae € um organismo modelo ideal para identificar o
mecanismo de biossorcdo na remocdo de ions metalicos, especialmente para investigar
as interacbes dos metais no microrganismo a nivel molecular. O conhecimento
acumulado sobre a biologia molecular da levedura € muito util para identificar os

mecanismo de remocéo de ions metalicos (EIDE, 1997, 1998).
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As primeiras pesquisas realizadas sobre a biossor¢do de metais toxicos foram
realizadas com células vivas. No entanto, as células mortas foram estudadas e
apresentaram ter a mesma ou maior capacidade de absorcdo de ions de metal, em
comparacdo com as células vivas. Isso pode ser explicado ja que as células mortas
podem superar alguns limites que as células vivas ndo podem, como: demanda nutri¢&o,
sensibilidade ao valor de pH extremo ou concentracdo de ions de metal superior, entre
outros (MALIK, 2004).

2.3.2. Mecanismos de biossorc¢do pela S. cerevisiae

O mecanismo de biossorcdo de metais € complicado e ndo é totalmente
compreendido. O estado da biomassa (viva ou morta), os tipos de biomateriais,
propriedades quimicas da solucdo do metal, condi¢cBes ambientais e/ou ambientais, tais
como pH, irdo influenciar o mecanismo de biossorcdo de metais (WAN; YANG, 1996).

Os dois tipos de sequestro de metal sdo 0 modo passivo, por células mortas ou
inativas de S. cerevisiae, e modo ativo por células vivas. O modo passivo é
independente de energia, principalmente por meio de grupos funcionais quimicos do
material, compreendendo a parede celular e em particular de células. A adsorcdo passiva
de metal pode ocorrer quando a célula € metabolicamente ativa. Modo ativo é o
metabolismo dependente e relacionado ao transporte e deposicao de metal (VOLESKY,
1990). O uso de biomassa morta elimina os problemas de toxicidade e favorece 0s
aspectos econdmicos referentes ao suprimento de nutrientes e manutencéo da cultura.

Os mecanismos pelos quais 0s organismos removem metais de solugdes séo: (a)
acumulacdo intracelular, (b) sorcdo/complexacdo na superficie celular e (c)
acumulacao/precipitacdo extracelular. O processo (b) pode ocorrer em células vivas ou
mortas, 0 processo (a) requer atividade microbiana, enquanto que o processo (c) pode
ser facilitado por microrganismos vivos (COSSICH, 2000).

a) Acumulacéo intracelular

Este fendmeno é dependente do metabolismo celular, ocorrendo nas células
vivas. O processo esta geralmente associado ao sistema de defesa dos organismos, que
reagem a presenca de metais (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997). Os ions metalicos

transportados através da membrana celular sdo transformadas em outras espécies ou



35

precipitadas no interior da célula por células ativas. Depois de entrar na célula, os ions
metélicos sdo compartimentalizados em diferentes organelas (WANG; CHEN, 2006).

A acumulacdo intracelular também pode ocorre quando a concentragdo
extracelular de ions metalicos for maior do que a de intracelular, os ions metalicos
podem penetrar na célula, através da parede da célula e na membrana da biomassa
através de difusdo livre. Os ions metalicos também podem entrar na célula se a parede
celular foi rompida pela forca natural (por exemplo, autdlise) ou forca artificial (forca
mecanica ou tratamento alcalino, etc.). O processo acima é independente do
metabolismo (WANG; CHEN, 2006).

b) Sorcao/complexacdo na superficie celular

No mecanismo de sor¢do/acumulacdo na superficie celular podem ocorrer de
forma simultanea: quimiossorcdo (permuta i6nica, complexacdo, coordenacéo,
quelatacdo), adsorcéo fisica e micro-precipitacdo (GAVRILESCU, 2004). A ocorréncia
de reacOes de oxidacdo/reducdo no biossorvente também sdo provaveis (VOLESKY,
2001).

O termo adsorcéo refere-se a ligagdes do metal a centros ativos que inicialmente
ndo estavam ocupados por outro cation. Se 0s centros ativos estiverem inicialmente
ocupados por outros cations, os quais sdo libertados para permitir a ligacdo de outro
cation (de maior afinidade), ocorre a permuta i6nica. A adsorcdo fisica é efetuada
através de forcas eletrostaticas (com energias entre 2-40 kJ mol™) ou forcas de London-
Van der Waals. Na permuta ibnica podem apresentar-se dois tipos de interagdes entre a

biomassa e o0 metal: ligagdes covalentes e idnicas (VOLESKY, 2004).

c) Acumulacao/precipitacdo extracelular

Na acumulagdo ou precipitagdo extracelular, alguns microrganismos
procarioticos (bactérias, arqueobactérias) e eucarioticos (algas, fungos) podem produzir
ou excretar substancias poliméricas extracelular (EPS), tais como polissacaridos,
lipopolissacaridos, glicoproteina, péptidos sollveis, etc. Estas substancias possuem uma
quantidade substancial de grupos funcionais anibnicos quepodem adsorver ions
metédlicos (WANG; CHEN, 2006; VEGLIO; BEOLCHINI, 1997), auxiliando na

remocao de metais toxicos de efluentes contaminados.
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2.3.3. CondigGes ambientais

Para biossorcdo de ions de metais toxicos, o pH € um dos fatores ambientais
mais importantes. O valor de pH da solucdo influéncia fortemente ndo apenas a
dissociagdo local da superficie da biomassa, mas também a solucdo quimica dos metais
toxicos: a hidrélise, complexacdo por ligantes orgénicos e/ou inorganicos, redox,
reacOes de precipitacdo, e da disponibilidade de especiagdodos metais toxicos
(ESPOSITO et al., 2002; WANG, 2002).

A capacidade de biossorcdo de cations metalicos aumenta com o aumento do pH
do sistema de adsorcdo. Por outro lado, o valor de pH elevado pode causar a
precipitacdo de complexos de metais, por isso, deve ser evitada durante as experiéncias.
Para o sistema de biossorcdo de diferentes ions de metal, o pH 6timo é diferente
(WANG; CHEN, 2006).

A temperatura tem também uma influéncia sobre a biossorcdo de ions metalicos,
mas de forma limitada sob uma determinada gama de temperatura, o que indica que o
mecanismo de troca idnica em biossor¢do existe em alguma extensdo. O processo de
biossorcdo geralmente ndo é utilizado a alta temperatura, porque vai aumentar o custo
operacional (WANG, 2002).

As reacOes de adsorcdo sdo normalmente exotérmica, por isso a capacidade de
bioabsor¢do aumenta com diminuicdo de temperatura (KAPOOR; VIRARAGHAVAN,
1997). Na gama de 15-40 °C , a capacidade maxima de biossor¢do de equilibrio para o
Pb(11), Ni (1) e Cr (V1) por ions inativos de S. cerevisiae foi obtido a temperatura de 25
°C. A energia do sistema facilita a fixacao de Cr (VI), na superficie da célula em algum
grau. Quando a temperatura € muitoalta, existe uma diminuicdo na adsorcdo de metal
devido a distorcao de alguns sitios de superficie celular disponiveis para a biossorcdo de
metais (WANG; CHEN, 2006).

De um modo geral, a capacidade de bioabsorcéo e da eficiéncia de remocéo de
ions metalicos por S. cerevisiae, tornou-se maior com o prolongamento do tempo de
contato. No entanto, na préatica, € necessario otimizar o tempo de contato, tendo em
conta a eficiéncia da dessorcao e regeneracdo da biomassa.

A biossorcdo de metais € realizada principalmente por meio do modo passivo.
Para Malik (2004), os estudos de biossor¢éo curtos tém pouca possibilidade de observar

e avaliar a acumulacao intracelular e, portanto, a maioria desses estudos concluiu com a
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adsorcao do metal na superficie. Estudos recentes tém demonstrado que, apesar da baixa
taxa de crescimento aparente, células em crescimento sdo capazes de remover ions
metalicos de forma continua, atraves de mecanismos de desintoxicacdo interna
(MALIK, 2004). O modo ativo pode contribuir significativamente para a remoc¢édo de
ions metalicos para a levedura (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1997).

A taxa de adsorcdo do ion metalico ird aumentar juntamente com o aumento da
concentracdo inicial, se a quantidade da biomassa é mantida inalterada. Contrariamente
a isso, a capacidade de biossor¢do dos ions metalicos € inversamente proporcional a
concentracdo inicial da biomassa, quando a concentracdo inicial de ions de metal é
mantido constante. O aumento da concentracdo da biomassa do sistema de biossor¢édo
pode resultar no aumento das interacdes dos sitios de sorcdo. Quando a concentracdo de
biomassa é baixa, 0s ions metalicos na solu¢do que nao sé ser adsorvida na superficie da
biomassa, mas também entra em parte intracelular, facilitando o gradiente de
concentracdo do ion metalico (WANG, 2002).

A idade celular da biomassa tem uma influéncia sobre a biossorcdo de metais
Normalmente, as celulas na fase de laténcia ou fases iniciais de crescimento tem uma
capacidade mais elevada para biossorcao de ions metélicos do que a de fase estacionéria
(KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1997).

As células de leveduras mortas por condi¢gdes quimicas e fisicas extremas
também podem apresentar propriedades muito diferentes para a acumulagdo de metal,
em comparacdo com o da levedura inicial (LU; WILKINS, 1996). Varios métodos de
pré-tratamento podem ser usados com as células da levedura S. cerevisiae. Os métodos
fisicos incluem vacuo e liofilizacédo, calor de ebulicdo em autoclave, e ruptura mecanica.
Os métodos quimicos incluem o tratamento com varios reagentes organicos e
inorganicos, tais como acido e alcalino, metanol e formaldeido. Estes métodos estdo
disponiveis para melhorar a biossor¢do de metais (WANG, 2002; WANG et al., 2000;
KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1997).

Devido ao papel importante da parede celular na biossorcdo de metais pelas
células ndo-viaveis, a biossorcdo de metais pode ser aumentada pelo calor ou por
esterilizacdo quimica ou por esmagamento. Assim, as células degradadas podem
oferecer uma superficie de &rea maior e expor os componentes intracelulares e mais
locais de ligacdo de superficie devido a destruicdo das membranas celulares
(ERRASQUIN; VAZQUEZ, 2003).
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2.3.4. Pré-Tratamentos fisico-quimicos na levedura S.cerevisiae para
biossorcéo

Os pré-tratamentos sdo formas de melhorar o desempenho dos processos através
de tratamentos fisicos e quimicos. Tratamentos fisicos geralmente sdo térmicos,
incluindo autoclavagem, vacuo, calor, vapor, ruptura mecanica e morte por
congelamento. J& os quimicos incluem o uso de &cidos, alcalis, metanol, substancias
corrosivas, reagentes organicos e inorganicos. Para a biomassa fungica, o tratamento
alcalino tem aumentado a biossorcdo de metal consideravelmente, enquanto o &cido nédo
teve influéncia seqgundo WANG (2006). Varias hipoteses sdo levantadas para elucidar
isto. Uma possibilidade é a remocdo de impurezas na superficie do adsorvato e quebra
da membrana celular que tornou possivel a ligacdo de metal com as estruturas antes
enclausuradas dentro da célula. Ou que o tratamento alcalino pode destruir enzimas
autoliticas que causam a degradacdo da biomassa e a remocdo de lipideos e proteinas
que escondem locais de ligacao, além de poder liberar polissacarideos que tem grande
afinidade com alguns metais. Compostos alcalinos também s&o encontrados em
surfactantes, podendo ser este o motivo de que tratamentos a base de surfactantes
aumentaram a biossor¢do (WANG, 2006; ZHANG et al., 2009).

2.3.5. Biossurfactantes de S.cerevisiae na biorremediacéo

Os biossurfactantes constituem um grupo diverso de moléculas tensoativas, as
quais sdo subprodutos metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras. Eles apresentam
pelo menos uma porcéao hidrofilica e outra hidrofdbica, e devido a isso se acumulam na
interface 6leo-agua e superficie. Como resultado, os surfactantes reduzem as forcas de
repulsdo entre fases diferentes na interface ou superficie e permitem que as duas fases se
misturem mais facilmente. Dessa forma, os biossurfactantes sdo definidos como
compostos microbianos que exibem alta atividade surfactante e atividade emulsificante
(MATSUURA, 2004).

Os biossurfactantes possuem propriedades fisico-quimicas similares as dos
surfactantes sintéticos, entretanto oferecem vantagens sobre eles: sdo compostos
biodegradaveis e ndo toxicos ao meio ambiente; podem ser sintetizados a partir de

fontes renovaveis e residuos agroindustriais; possuem maior seletividade e atividade
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especifica sob condigdes extremas de pH, temperatura e salinidade; ocorrem
naturalmente no solo, o que os faz aceitaveis sob o ponto de vista ecoldgico e social. No
entanto, sua entrada no mercado em larga escala ainda esta limitada, devido ao seu alto
custo de producdo quando comparados aos sintéticos (MARQUEZ et al., 2009 apud
ACORSSINI, 2010).

Os biossurfactantes classificam-se segundo sua composi¢do quimica com base
no seu grupo funcional e quanto a origem microbiana, ou seja, Seu microrganismo
produtor (ACORSSINI, 2010). Eles possuem uma estrutura comum: uma porcao
lipofilica usualmente composta por cadeia hidrocarbdnica de um ou mais acidos graxos,
que podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados a uma
porcdo hidrofilica, que pode ser um éster, um grupo hidréxi, fosfato, carboxilato ou
carboidrato.

Os biossurfactantes aumentam a biodisponibilidade dos contaminantes presentes
no meio contaminado. Com 0s metais toxicos, os biossurfactantes formam complexos
na interface do meio contaminado, a qual é seguida de dessor¢do do metal e a remocéo a
partir da superficie do meio que conduz ao aumento da concentracéo de ions metalicos e
a sua biodisponibilidade na solu¢gdo do meio contaminado. Desta forma, o uso de
microrganismos resistentes aos metais toxicos e capazes de produzir biossurfactantes
para aumentar a eficiéncia da remocgdo de metais é importante para 0 processo de
biossor¢éo de metais (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

Os biossurfactantes acumulam na interface entre dois fluidos imisciveis, ou entre
um liquido e um solido. Ao reduzir a tensdo superficial (solido-liquido) e a tenséo
interfacial (liquido-liquido) reduzem as forgas de repulséo entre as duas fases diferentes
e permitem a estas fases se misturar e interagir mais facilmente (SOBERON-CHAVEZ;
MAIER, 2011). Bodour, Drees e Maier (2003) demonstraram que de 21 tipos de solos,
contaminados ou ndo contaminados com hidrocarbonetos, metais ou ambos, 20
continham ao menos um microrganismo produtor de biossurfactante.

O potencial de aplicacdo de compostos de superficie ativa produzidos a partir de
microrganismos € baseado em suas propriedades funcionais, que incluem:
emulsificagcdo, separagdo, umedecimento, solubilizacdo, deemulsificacdo, inibicdo de
corrosao, reducdo de viscosidade de liquidos e reducdo da tensdo superficial. Essas
propriedades sdo aplicadas em campos diversos da agricultura, construcdo e nas

industrias alimenticias, de bebidas, papel, metal, téxtil, farmacéuticas e de cosméticos
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(NITSCHKE; PASTORE, 2002; MULLIGAN et al., 2001; BANAT et al., 2000;
BOGNOLO, 1999; FIECHTER, 1992).

Uma das areas de maior aplicacdo de biossurfactantes é a industria petrolifera,
pois sdo efetivos em reduzir a tensdo interfacial entre 6leo e agua nos pogos de petréleo,
além de reduzirem sua viscosidade, facilitando a remocdo ou recuperacdo antes do
processamento. Outra aplicagdo importante é na biorremediacdo de locais
contaminados, tornando os poluentes biodisponiveis a biodegradacdo. Na agricultura,
biossurfactantes encontram grande aplicacdo em controle bioldgico.

A remocdo de metais, que geralmente inclui a acdo de acidos, alcalis,
complexantes, solventes solGveis em 4&gua, pode ser realizada pela acdo de
biossurfactantes. A surfactina, os raminolipidios e os soforolipideos sdo capazes de
remover cobre e zinco de solos contaminados com hidrocarbonetos, devido ao carater
anidnico destes surfactantes. A surfactina apresentou uma remogéo de cobre de 70 % e
de hidrocarbonetos de 50 %, comparados com valores de 20 e 30 % de remocgédo de
cobre e hidrocarbonetos por um surfactante quimico (MULLIGAN et al., 2001).

A influéncia da presenca de biossurfactantes durante os processos de biossor¢ao
de metais toxicos por microrganismos ndo tem sido relatada na literatura. Encontraram-
se relatos de estudos de verificacdo de cepas produtoras de biossurfactantes e resistentes
a metais, conforme demonstrado nas citagdes a seguir, além de estudos de toxicidade
dos metais durante a producéo de biossurfactantes, entre outros:

a) Lakshmipathy et al. (2010): demonstraram que um actinomiceto marinho
denominado Streptomyces spp. VITDDK3 possuia a capacidade de producdo de
biossurfactantes e a resisténcia a solugdes de metais toxicos, sendo mais resistente ao
cadmio e ao chumbo;

b) Mariano da Silva et al. (2009): estudaram a sensibilidade da levedura S.
cerevisiae PE-2 ao cadmio, verificando que fatores como o decréscimo da concentragdo
de extrato de levedura e o incremento na concentracdo de dextrose no meio de cultivo
aumentaram a susceptibilidade da levedura ao cddmio. Neste estudo a producdo de

biossurfactantes nao foi avaliada.
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2.3.6. Encapsulacao da Saccharomyces cerevisiae com alginato de sddio

O alginato de sodio é um copolimero linear obtido a partir da extracdo do acido
alginico encontrado em algas marrons e algumas bactérias, utilizando-se alcali diluido
(LIMA, 2006). Sua formula quimica empirica € CgH;NaOs.

Entre suas caracteristicas principais estd a de formar géis termicamente
irreversiveis com a maioria dos céations bivalentes, com excecdo do magnésio
(TEIXEIRA; ARAUJO, 1996; NAYAK; LAHIRI, 2005).

Quando uma solucdo de alginato de sodio é gotejada numa solucdo contendo
ions metalicos bivalentes, sdo formadas esferas de alginato de cations insollveis em
agua. O célcio é o cation mais utilizado na preparacdo de esferas para uma ampla
aplicacdo: principalmente para imobilizar células que sdo utilizadas em biocatalisadores
ou para imobilizar biomoléculas como pesticidas, drogas, e outras (VELINGS;
MESTDAGH, 1995; IBANEZ; UMETSU, 2004).

Apbs a formacdo das esferas de alginato com ions de calcio, a estrutura
particular deste biopolimero deixa livre grupos carboxilicos que reagem com 0s ions
metélicos (IBANEZ; UMETSU, 2002). Os poros da matriz s30 menores que as células
contidas no interior (PRADELLA, 2001).

A imobilizacdo serve para melhorar as caracteristicas fisicas da biomassa para
uso em reatores, permite a reutilizagdo das substancias (VOLESKY, 1990) e facilita o
processo de separacao das células do rejeito liquido (DAS et al., 2002).

Além disso, as células imobilizadas em matriz hidrofilicas podem ser protegidas
de condi¢Oes inadequadas de pH, temperatura, solventes ou qualquer composto que
iniba o desenvolvimento celular presente no meio.Como principais desvantagens pode-
se citar: o pequeno volume disponivel para a contencdo das células imobilizadas, a
perda de células para o meio durante o processo de utilizacdo e a instabilidade dos
suportes normalmente utilizados, que limita a utilizacdo dos agregados por longos
periodos (PRADELLA, 2001).

As vantagens como baixo custo, grande disponibilidade no mercado,
possibilidade de ampliacdo em escala de produgdo e a aceitacdo das substancias
utilizadas para a imobilizagdo (alginato e cloreto de célcio), além da caracteristica de
serem o0s granulos de alginato degradados naturalmente apos 120 dias, quando
utilizados para inocular microrganismos no solo (PETHKAR; PAKNIKAR, 2002).
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Entre as desvantagens, o uso desse polimero como suporte destaca-se a instabilidade
quimica na presenca de agentes quelantes dos ions de célcio (fosfato, lactato e citrato), a
tendéncia das esferas em sofrer dilatacdo na presenca de cations monovalentes e as
limitacGes impostas a transferéncia de substratos e produtos.

Tam et al. (1998) utilizaram a alga Chlorella vulgaris imobilizada em gel de
alginato para a recuperagdo de cobre em ambientes aquaticos. Eles observaram que a
alga imobilizada foi capaz de adsorver o cobre da solucdo e ainda resistir a quatro ciclos
subsequentes de forma estavel, ou seja, sem desmanchar. A matriz de alginato contribui
significativamente para a ligacdo do cobre as células quando comparada a eficiéncia de

células livres que tiveram valores bem inferiores aos granulos de alginato e alga.
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3. MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada nesta dissertacdo buscou estudar o desenvolvimento de
adsorventes para o tratamento de efluentes contaminados com metais toxicos. Os ensaios
foram realizados no Laboratorio de Fermentac6es do Curso de Engenharia de Alimentos da
Universidade de Passo Fundo, utilizando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae.

Estudos prévios realizados utilizando a levedura S.cerevisiae pelo nosso grupo
de pesquisa estudaram as variaveis que apresentavam influéncia no processo de
biossorcdo de cromo (VI) pela levedura utilizando técnicas de planejamento
experimental (Deon, 2012). Neste estudo as varidveis estudadas foram a realizacdo de
pré-tratamento térmico da biomassa, 0 pH, a concentracdo inicial de cromo (VI), a
agitacdo, o tempo reacional e a concentracdo de biossorvente. Os resultados
demonstraram que as melhores remoc¢des foram obtidas com pH 5,0, e que quanto maior
o tempo reacional e a concentracdo de cromo (VI) inicial, maior era a remoc¢do do
metal, atingindo remogdes superiores a 99 % de cromo (VI).

A partir destes resultados foi dada continuidade aos estudos desta dissertagdo
utilizando levedura comercial e posteriormente a levedura obtida da industria cervejeira.

O fluxograma da Figura 3 apresenta a sequéncia dos ensaios realizados. Ensaios
preliminares foram realizados com levedura comercial obtida no comércio local
(fermento liofilizado Saf-Instant). A levedura comercial liofilizada foi submetida aos
tratamentos térmico e quimico, e posteriormente utilizou-se o adsorvente obtido para a
construcdo de isotermas de adsorcdo de cromo (VI). Os ensaios foram realizados com
solucédo de dicromato de potassio como fonte de cromo (V1).

Na segunda etapa dos ensaios utilizou-se como biossorvente a levedura
S.cerevisiae oriunda da inddstria cervejeira. Nesta etapa, realizou-se a encapsulacdo do
biossorvente em alginato de calcio. A caracterizacdo do biossorvente antes e apds 0s
processos de imobilizacdo foi realizada através das determinacfes de carboidratos,
proteinas, lipidios, cinzas e umidade. A determinacdo do ponto de carga zero, além de
caracterizacdo quimica e morfolégica, também foram realizadas no biossorvente
imobilizado.

Posteriormente, foi realizado o estudo de pH para a adsor¢do dos metais cadmio
chumbo e cromo (V1) com construcdo das isotermas de adsorcéo. Nesta etapa, incluiu-

se 0 estudo da influéncia da adicdo de biossurfactantes no processo de biossor¢do dos
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metais. O biossurfactante utilizado foi extraido de biomassa liofilizada de S. cerevisiae.
Para as condicGes que apresentaram os melhores resultados de adsorcéo para o cromo
(VI), foi realizada a caracterizacdo dos adsorventes antes e depois do processo atraves
de MEV, FTIR e EDX.

A terceira etapa envolveu o uso do melhor adsorvente para a biossorcdo de
cromo (VI) em efluente real.

Todos os sais para o preparo das solucbes-padrdo foram pesados em balanca
analitica, dissolvidos em agua destilada e mantidos em frascos até sua utilizacdo. Essas
solucGes foram preparadas a partir de reagentes P.A.

As solucbes contendo cromo (V1) foram preparadas com K,Cr,0; (dicromato de
potassio). As solucbes de cadmio foram preparadas com nitrato de cadmio -
Cd(NO3)2H-,0, e as solugdes de chumbo foram preparadas com nitrato de chumbo —

Pb(NO3),. Os reagentes apresentavam pureza superior a 99 %.

Figura 3 - Etapas desenvolvidas no projeto de biossor¢do de metais toxicos

Etapa I: Etapa Il Etapa Il

Ensaios Preliminares

A 4

v Subproduto da Levedura (subproduto)

Levedura comercial indUstria cervejeira encapsulada

liofilizada

Preparo e caracterizagao
Isoterma com

\ 4

do biossorvente

Isotermas de adsorgéo efluente
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Definicdo de
variaveis

-Sem tratamento
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Construcéo das

-Trat. Térmico

Isotermas de biossorcédo

I

Caracterizacdo apos

processo de hiossorcao

Fonte: O autor
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3.1. Etapa I: Estudos preliminares de biossor¢cdo de cromo (VI) por

levedura comercial

A levedura Saccharomyces cerevisiae (fermento liofilizado) comercial (Saf-
Instant) foi utilizada como biossorvente.

A biomassa foi submetida aos tratamentos térmico e quimico. O tratamento
térmico foi realizado em autoclave (autoclave vertical marca Prismatec, modelo CS,
Brasil), durante 30 min, a 121 °C; apés, a levedura foi colocada em placas de Petri e
levadas para a estufa a 60 °C, por 24 h, até atingir massa constante.

O tratamento quimico foi realizado por imersdo em solucdo de NaOH 0,5 mol
L™* por 30 min, com posterior centrifugacdo por 5 min & 5862 g e lavagens sucessivas
com agua deionizada (YAN; VIRARAGHAVAN, 1999). Apos lavagem e centrifugacdo
a biomassa foi submetida a secagem em estufa a 60 °C por 24 h, com posterior
trituracao.

Para obtencdo das isotermas de biossor¢do de cromo (V1) foram utilizados 100
mL de solugdo de dicromato de potassio (K2Cr,0;), com 100 mg L™ colocados em
erlenmeyers de 300 mL, contendo diferentes concentracdes de biossorvente (0,5 g L™ a
40 g L™). A mistura foi agitada & 100 rpm (agitador orbital OXYLAB, modelo OXY-
305, Brasil), temperatura constante de 25 °C e pH 5,0, ajustado com acido sulfurico e
hidréxido de sddio. Aliquotas do sobrenadante foram retiradas a cada 24 h, ap6s o inicio
do processo de biossorgdo, para determinacdo de cromo, sendo que o equilibrio foi
definido quando a variacdo da concentracdo da solucdo apresentou coeficiente de

variagéo inferior a 5% em trés medidas consecutivas.

3.2. Etapa Il: Biossorcdo com subproduto de cervejaria em efluente

sintético
3.2.1. Coleta e tratamento do biossorvente
Foi utilizado como adsorvente o subprodutode uma inddstria cervejeira da

cidade de Passo Fundo-RS, o qual foi coletado ap6s o processo fermentativo e

armazenado a 4 °C.
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O subproduto foi lavado trés vezes com agua destilada, com centrifugacdo a
3965 g/15 min. Apos a centrifugacdo, foram separados os solidos residuais do processo
fermentativo, a levedura e o meio liquido. A parcela contendo a levedura foi

centrifugada até atingir-se concentragdo de sdlidos de 18 % e conservada a 4 °C.

3.2.2. Encapsulacao do biossorvente em alginato de calcio

Apo6s o preparo do biossorvente, a encapsulacdo da levedura (subproduto)
utilizando-se alginato de sddio foi realizada segundo metodologia modificada de
Pashova et al. (1999). Uma solucdo de alginato de sédio (NaCgH;Og) 2 % (p/v) foi
preparada em solucio tampédo fosfato 1 mol L™ pH 7,0, aquecido a 95 °C e em seguida,
resfriada a 40 °C. A seguir, 50 mL de levedura com concentracdo de soélidos de 18%
foram adicionados em 50 mL da solugéo de alginato de sodio, sendo homogeneizados e
a mistura gotejada sobre uma solucdo de CacCl; 2,0 % (p/v), permanecendo em repouso
por 2 h a 4 °C. Apos trés lavagens sucessivas das esferas de polimero de alginato de
calcio/levedura com agua destilada estéril e levadas para estufa a 50 °C até atingir massa
constante. Apds as esferas foram utilizadas nos ensaios de biossorgao.

3.2.3. Obtencéo do biossurfactante

Os biossurfactantes utilizados nos ensaios foram obtidos através da extracéo dos
biossurfactantes das células de leveduras S.cerevisiae(levedura comercial). As células
foram suspendidas a 20 % (massa Umida por volume) em solucéo de citrato de sédio 0,1
mol L™ e metabissulfito de potéassio 0,02 mol L™ em pH 7,0. A mistura foi autoclavada
por 2 h a 121 °C e centrifugada a 3304 g por 10 min a temperatura ambiente. Para o
preparo dos biossurfactantes, trés volumes de etanol 95 % contendo 1 % de &acido
acético (v/v) foram adicionados ao sobrenadante por 16 h a 4 °C. O precipitado foi
coletado por centrifugacdo a 3304 g, liofilizado e moido. Em seguida o biossurfactante
foi colocado em recipiente vedado e armazenado a temperatura ambiente para 0 Uso nos

processos de biossorcao.
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3.2.4. Caracterizacao do biossorvente e do biossurfactante

A levedura encapsulada em alginato de céalcio, a levedura in natura
(subproduto), as capsulas de alginato sem levedura (branco) e o biossurfactante foram
caracterizados atraves das determinagdes de proteinas, lipidios, cinzas e umidade,
obtendo-se carboidratos por diferenca. Também foi realizada a caracterizagdo

morfologica e o estudo do ponto de carga zero do biossorvente encapsulado.

2.3.6.1. Composicao centesimal

O teor de lipidios foi determinado através do método de extracdo continua em
aparelho tipo Soxhlet, baseado na quantificacdo gravimétrica do material extraido com
solvente, conforme descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

A determinacdo do teor de umidade foi realizada através do método
gravimétrico que se baseia na determinacdo da umidade através da perda de massa do
produto, submetido a aquecimento a 130 °C, conforme descrito pelo Instituto Adolfo
Lutz (2008).

O método de Kjeldahl foi utilizado para determinar do teor de proteina,
conforme descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Este método fundamenta-se na
destruicdo da matéria organica com &cido sulfarico concentrado em presenca de
catalisador & altas temperaturas para a obtencdo do nitrogénio protéico na forma de
sulfato, o qual é tratado com solugéo alcalina para obtencdo do nitrogénio amoniacal,
posteriormente separado por destilagdo, absorvido em solugcdo de acido borico e
finalmente determinado por titulacéo.

E a determinacdo do teor de cinzas, foi realizada utilizando-se o método
gravimetrico que se fundamenta na perda de massa do material submetido a

aquecimento a 550 °C, conforme descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).
2.3.6.2. Ponto de carga zero do biossorvente
A identificacdo do ponto de carga zero (pHzpc) do biossorvente foi determinado

utilizando um experimento dos onze pontos (HAO et al., 2004), adaptado para a S.
platensis por CELEKLI et al. (2010) e Dotto et al. (2012). Primeiramente, 25 mg do
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biossorvente foram adicionados em 50 mL de agua destilada sob onze diferentes
condicGes de pH inicial, variando de 1,0 até 11,0. O ajuste do pH foi realizado com
H,SO, e NaOH, com solugdes de 0,1 mol L. Em seguida, a mistura foi agitada a 100
rpm durante 24 h. Os valores de pH inicial e final foram mensurados através de um
peagametro (Digimed, Brasil)

Os resultados foram expressos por meio de um grafico de pH final versus pH
inicial, sendo que o ponto de carga zero corresponde ao valor em que o pH final se

mantiver constante, independentemente do pH inicial.

2.3.6.3. Caracterizagdo quimica e morfologica

O biossorvente e o biossurfactante foram caracterizados por microscopia
eletronica de varredura - MEV (TESCAN VEGA3 LMU, Republica Tcheca) e
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X - EDX (TESCAN VEGA3 LMU,
Oxiford, Republica Tcheca). Para isso, as amostras foram adicionadas sobre um suporte
metélico (Stub) e fixadas nele com fitas dupla face de carbono. A metalizacdo das
amostras foi realizada por evaporacdo de ouro a alto vacuo. Foram utilizadas
aceleracdes de voltagem de 5 e 10 kV (10 kV no caso da EDX) e faixa de magnificacédo
variando de 500 a 5000 vezes. A técnica de EDX foi utilizada ainda, para a
determinacdo semi-quantitativa da composicao elementar.

Para identificar os grupamentos funcionais presentes no biossorvente, antes a
apos a biossorcao, foi utilizada anélise de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). As amostras foram submetidas a determinagdo espectroscopica na regido do
infravermelho (450-4500 nm) (PRESTIGE 21, 210045, Japao) usando a técnica de
refletdncia atenuada total (MUZZARELLI et al., 2004).

3.2.5. Ensaios de biossorgao

Esta etapa foi dividida em estudos das influéncias do pH e da adicdo de

biossurfactante, e realizacdo das isotermas de biossor¢do em solucdo aquosa.
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2.3.6.4. Influéncias do pH e adic¢éo de biossurfactante

Os estudos de pH foram realizados para a verificacdo inicial da capacidade de
biossorcdo da levedura encapsulada em alginato, na presenca e auséncia de
biossurfactante. A partir destes testes foi definido o pH ideal dos testes posteriores.

Nestes ensaios, 0 pH de uma solucdo contendo 50 mg L™ de metal (Cr, Cd ou
Pb) foi ajustada para valores de 2 a 10, com solucdes de 0,1 mol L de H,SO, e NaOH
em érlens com 50 mL de solucdo. Ap6s, foi misturado 0,10 g de biossorvente a solucao.
A mistura foi mantida em agitador orbital a 100 rpm com temperatura de 25 °C por 24
h, quando aliquotas do sobrenadante foram retiradas para a quantificacdo do metal. Nos
testes usando biossurfactante, 1 mL de uma solucdo mée com 50 g L™ de

biossurfactante era adicionada a mistura contendo a solucdo de metal e o biossorvente.

2.3.6.5. Isotermas de biossorc¢ao

Nas melhores condigcdes observadas nos testes anteriores, item 3.2.5.1., foram
construidas as isotermas de biossor¢do para os metais cadmio, cromo (V1) e chumbo.
Essa etapa foi realizada em erlenmeyers de 300 mL contendo 100 mL de soluc¢des dos
metais, com concentracdes variando entre 37,5 mg L™ e 300 mg L™ (sendo estas
concentracdes obtidas por diluicBes sucessivas de solucdes mae com 300 e 200 mg L™)
adicionando-se 0,1 g do biossorvente e 1 mL da solucéo de biossurfactante. Os ensaios
foram mantidos em agitador orbital (marca OXYLAB, modelo OXY-305, Brasil) a 100
rpm e temperatura constante de 25 °C. A cada 24 h a concentracdo do metal era avaliada
em uma aliquota do sobrenadante. O equilibrio foi definido quando a variacdo da
concentracdo de metal inferior a 5 % em duas medidas consecutivas.

Para o metal cromo (V1) foi realizado estudo para analisar o efeito da elevagédo
da temperatura na capacidade de biossorcéo do biossorvente. Foi utilizada a temperatura
de 35 °C, a concentracdo do metal variou de 37,5 mg L™ & 300 mg L™, com 0,1 g de

biossorvente e 0,005 g de biossurfactante, mantidos a 100 rpm em agitador orbital.
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3.3. Etapa Il1: Biossorc¢édo de cromo (V1) em efluente real

O efluente real utilizado nos ensaios de biossorcdo foi proveniente do
Laboratorio de Analises de Solo da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
(FAMV) da Universidade de Passo Fundo (UPF). O efluente foi coletado por
amostragem simples no pico de geracoes de efluentes contaminados por cromo (VI). A
coleta foi realizada ap0s a caixa separadora de solidos, existente no sistema de efluentes
do laboratério. O efluente foi transportado em recipiente plastico até o laboratdrio e
armazenados em refrigerador a 4 °C até a caracterizacdo e/ou uso. O efluente foi
caracterizado quanto ao pH, demanda quimica de oxigénio (DQO) e concentracdo de
cromo (VI), seguindo a metodologia descrita em APHA(2000).

A partir do efluente real foi construida a isoterma de biossorcdo em condicdo
semelhante a obtida nos experimentos anteriores (item 3.2.5.2., isotermas com solugédo
aquosa). Nesta etapa, para evitar a diluicdo de interferentes que poderiam afetar a
biossorcéo, a isoterma foi construida pelo método de variagdo da massa de biossorvente
usando de 0,02 g a 0,2 g de biossorvente em 100 mL de efluente. Da mesma forma, a
mistura foi mantida em agitador orbital a 100 rpm e temperatura constante de 25 °C.

3.4. Determinac0es analiticas

O cromo (VI) foi determinado pelo método da 1,5- difenilcarbazida (APHA,
2000). As amostras com cadmio e chumbo foram determinadas através do método
3050B (U. S. Environmental Protection Agency) e as concentracbes determinadas
através de absorcdo atdmica (espectrofotdmetro Analyst 200-Perkin Elmer, Estados

Unidos), no Laboratdrio de Solos da Universidade de Passo Fundo.

3.5. Tratamento dos resultados

A capacidade de biossorcéo (qge) foi determinada de acordo com a Equacéo 4, e
os resultados obtidos foram analisados segundo os modelos de isotermas de Langmuir,
Freundlich e BET, de acordo com as equacdes 1, 2, 3 apresentadas no Capitulo 2-

Reviséo Bibliografica.
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ge = =Ly (4)

onde, C, e C; 580 as concentragdes inicial e final na fase liquida (mg L), m é a
massa de biossorvente (g) e V é o volume da suspenséo (L).

Os modelos sugeridos foram ajustados aos dados experimentais usando o
método de regressdo ndo-linear do software Statistica 6.0 (Statisoft, USA), utilizando o
algoritmo de Levenberg—Marquardt (PICCIN, 2013). Este método interpola entre
métodos classicos, como Gauss-Newton e gradiente descendente, e teve como objetivo

a minimizacao da soma dos quadrados dos erros (funcao objetivo, Eq. 5).
2
SQ = Z(yexp - ymod) (5)
onde, SQ é a soma dos quadrados, Yex, € 0 valor experimental e ymoq € 0 valor
modelado da variavel dependente. Apds os céalculos dos coeficientes dos modelos,

foram determinados o Erro relativo médio (Erro) e o coeficientes de regressio (R?),

pelas Equacdes 6 e 7, respectivamente.

1— Z?=1(y1inod - :Veixp)z

R? = 6)
: —2
?:1(Yéxp - yéxp)
100(%) C |Vinod — Yy |
rro = P (7
n i=1 Yexp

Sendo yeixp a média do valor experimental observado nos n dados experimentais

e n 0 numero de pontos avaliados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Etapa I: Biossorcao de cromo (VI) por levedura comercial

Os ensaios de equilibrio de biossorcéo para os tratamentos foram realizados m
pH 5,0 (DEON, 2012) e temperatura constante de 25 °C. O equilibrio de adsorcéo foi
atingido (coeficiente de variagdo entre os percentuais de remocdo inferior a 5%) nas
biomassas com e sem o tratamento térmico ap6s 12 dias de contato. Para a biomassa
tratada quimicamente o equilibrio foi observado aos 5 dias de contato. As linhas sélidas
apresentadas na Figura 4 representam o ajuste desses modelos aos dados experimentais

de biossor¢édo de cromo (V1) para os tratamentos estudados.

Figura 4 - Isotermas de biossorcéo de cromo (V1) por Saccharomyces cerevisiae

com tratamentos quimico, térmico e sem tratamento

14| T=25°C
pH=5,0

12
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0
0 20 40 60 80 100
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Freundlich - - - - BET _. _ Langmuir

As isotermas apresentaram elevadas capacidades de adsor¢cdo mesmo em baixas
concentragfes de equilibrio (inicio da curva) (Figura 4). Conforme Giles et al.(1960)
essa caracteristica é observada quando tem-se alta afinidade entre o adsorbato e o

adsorvente. Ainda, segundo o mesmo autor e de acordo com a Figura 2, as isotermas
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classificam-se como H2, para a levedura sem tratamento e tratada termicamente, e H3
para a isoterma da levedura tratada quimicamente. Enquanto a classificagio H
corresponde a isotermas de alta afinidade, a subclasse 2 corresponde a uma curva de
equilibrio que atinge um determinado patamar de capacidade, correspondente a maxima
capacidade de adsorcdo da monocamada. Ja a subclasse 3 corresponde uma curva de
equilibrio que apds atingir um determinado patamar a capacidade de adsor¢édo volta a
aumentar, devido a formacdo de multicamadas, por processos de saturacdo ou
precipitacdo superficial (PICCIN et al., 2013). Em uma determinada concentracao,
atinge-se a concentracdo de saturacdo superficial, fazendo com que a curva tenha uma
assintota vertical, com a capacidade de adsorcdo que tende ao infinito. Em gases, e
alguns soélidos soluveis, esta concentracdo corresponde a concentracdo de saturacdo (ou
condensacédo do gas), mas pode ser alterada devido a interagdes adsorbato-adsorbato ou
adsorbato-adsorvente (EBADI, et al., 2009; PICCIN et al., 2013).

A partir das curvas de equilibrio obtidas e os modelos propostos na revisdo
bibliogréfica desse trabalho, os modelos foram ajustados aos dados experimentais. A
Tabela 2 apresenta os valores dos pardmetros dos modelos ajustados aos dados
experimentais, sendo que os modelos empiricos para sistemas de soluto simples usados
para descrever o equilibrio da biossor¢do sdo os modelos de Langmuir, Freundlich e
Brunauer-Emmett-Teller (BET).

Para os estudos de biossorcdo de cromo (VI) realizados com a levedura
S.cerevisiae sem tratamento, observa-se que os modelos que apresentaram ajuste
satisfatorio aos dados foram as isotermas de Freundlich e BET. O modelo de Freundlich
apresentou elevado fator de heterogeneidade (ns), o qual pressupde que o metal ao se
adsorver forme monocamadas e que a superficie apresente heterogeneidade
(ANNADURAI, 2002) ou ainda que exista interacdo entre as moléculas da camada
adsorvida.

Para os estudos realizados com a levedura apds o tratamento térmico, a isoterma
apresentou ajuste satisfatério aos modelos de Langmuir e BET. O modelo ajustado
segundo BET apresentou valores de k, préximos de zero, que simplifica
matematicamente a equacgdo, que se torna igual ao modelo de Langmuir. Este
comportamento indica que sdo observadas capacidades de adsorcdo elevadas na fase
solida com baixas concentracfes de soluto na fase liquida, devido a alta afinidade entre

as moléculas de cromo (V1) e a superficie da célula (PICCIN et al., 2013).
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Tabela 2 - Valores dos parametros dos modelos de isotermas de biossorgédo de

cromo (V1) pela S.cerevisiae com tratamento quimico, térmico e sem tratamento

Parametros Sem Tratamento Térmico Quimico
Langmuir
k. (L mg™) 1,574 1,044 1,074
gm (Mg g-1) 8,050 7,008 6,842
R2 0,774 0,929 0,625
Erro (%) 7,122 7,064 11,344
Freundlich
ki (mg L' g™ mg™™) 5,251 4,019 3,546
N 9,669 7,839 5,192
R? 0,890 0,894 0,827
Erro (%) 4,398 8,418 10,879
BET
ki (L mg™) 3,298 1,194 2,664
ko (L mg™) 0,002 7,38-10™ 0,006
gm (Mg g™ 6,696 6,601 5,009
R2 0,906 0,937 0,942
Erro (%) 3,565 6,198 6,711

No modelo de Langmuir as capacidades de adsor¢do foram equivalentes tanto
em baixas quanto em elevadas concentracdes de equilibrio. Ainda de acordo com este
modelo o adsorvente possui sitios especificos, e quando uma molécula atinge
determinado sitio nenhuma adsorcdo adicional pode ocorrer naquele local, possuindo
capacidade limitada de adsorcdo. Sendo assim, o tratamento térmico exp6s os sitios
especificos, ao romper as ceélulas, facilitando a biossorcdo do metal, mas com
capacidade limitada devido a sua especificidade, ndo atingindo a maxima capacidade de
adsorcéo de 8,05 mg g™ de cromo (V1) obtida com a levedura sem tratamento, atingindo
um valor inferior de 7 mg g™

Para a levedura tratada quimicamente, o modelo de isoterma BET foi a que
apresentou maior ajuste dos dados experimentais, classificada por Giles et al. (1960)
como H3, pressupde que o metal adsorva a biomassa como a de isoterma de Langmuir,

mas a partir da saturacdo da monocamada forme multicamadas entre si, adsorvendo
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mais metal. Neste caso, observou-se uma capacidade da monocamada de 5 mg g™, que é
inferior aos demais. Entretanto, verifica-se na Figura 4 que em concentragdes superiores
a 60 mg L™ a capacidade de adsorgdo da biomassa com tratamento quimico supera as
demais, devido a formacgéo de multicamadas.

Este aumento na capacidade de adsor¢do devido ao tratamento quimico pode
estar relacionado a facilidade de remocdo de polissacarideos da parede celular (ZHANG
et al., 2010), possibilitando a ligagdo do metal a biomassa nos grupos funcionais
carboxil, hidroxil e fosforil devido a destruicdo das enzimas autoliticas (LU; WILKINS,
1996). Isto resulta em wuma maior liberagdo desses grupos funcionais e,
consequentemente, uma maior adsorcdo, ja que além dos grupos presentes na parede
celular, apd6s o tratamento estdo disponiveis também sitios de ligacdo antes
enclausurados dentro da célula, como reportado por Zhang (2010), Lu e Wilkins (1996),
Goksungur et al. (2005). A remocéo destes grupos funcionais diminui fortemente a
capacidade de adsorcao da biomassa (PARVATHI et al., 2007).

Analisando-se os resultados obtidos com os tratamentos térmico e quimico,
observa-se que as capacidades de biossor¢do ndo superaram a obtida com a levedura
sem tratamento, ndo justificando a utilizacdo dos tratamentos. Além disso, 0s
tratamentos sdo complicados de serem realizados e agregam custos ao processo de
remocao de metais, dificultando a sua utilizacdo industrial no tratamento de efluentes.
Para os trés modelos de isotermas ajustados aos dados de equilibrio, a capacidade
méaxima foi atingida com a levedura sem tratamento, isso demonstra o potencial da
levedura S.cerevisiae de ser usada na sua forma in-natura. Desta forma, na sequéncia
dos ensaios experimentais, 0 residuo da indastria cervejeira foi utilizado como

biossorvente sem a realizacdo de tratamento quimico e térmico.

4.2. Etapa Il: Biossor¢do com subproduto de cervejaria em efluente

sintético
4.2.1. Composicao centesimal dos biossorventes
A Tabela 3 apresenta os resultados da caracterizacdo do subproduto utilizado

como biossorvente, na sua forma in-natura e encapsulado em alginato de sédio, além do

branco (agua encapsulada em alginato de sodio) e do biossurfactante.
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Tabela 3 - Composi¢édo centesimal do subproduto utilizado como biossorvente e do
biossurfactante

Lipidios Umidade(%) Cinzas(%) Proteinas Carboidratos

Levedura 5 g3.007 8219+001 057:001 7,26£002  9,04£0,01
cervejeira
Capsulas de 0486001  2,40+0,01 ] 2744001
alginato
Levedura

0,78+0,25 12,06+0,01 12,17+0,01 15,27+0,30 59,72+0,02
encapsulada

Biossurfactante 0,67+0,04 22,44+0,02 11+0,01 39,2+194  26,67%0,04
Média + desvio padréo, n=3

Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram que os elevados percentuais
de umidade obtidos no subproduto. Em estudos realizados por Darpossolo (2010), com
a levedura S.uvarum, subproduto de industria cervejeira, a concentracdo de sélidos
encontrada foi de 18 %, mesmo valor obtido neste estudo, mostrando que os
subprodutos destas inddstrias apresentam caracteristicas semelhantes. Em diversos
estudos realizados para determinar a composicdo centesimal da levedura cervejeira
Saccharomyces sp., observou-se em média, em base seca, 40-50 % de proteinas, 3-5 %
de lipidios, 30-50 % de carboidratos e 4-8 % de cinzas (CABALLERO-CORDOBA et
al., 1997; SGARBIERI et al., 1999; THAMMAKITI et al., 2004), valores semelhantes
aos obtidos neste estudo,se calculados em base seca, onde obteve-se 5 % de lipidios, 3
% de cinzas, 41 % de proteinas e 51 % de carboidratos.

A levedura encapsulada (biossorvente) apds processo de secagem a 50 °C
durante 8 h, conforme era utilizada nos ensaios de biossorcao, apresentou elevagdo no
teor de devido a presenca de célcio e potassio no meio de encapsulacdo utilizado, pois
sdo minerais que nao sao degradados no processo de queima da matéria organica.

A presenca de alto teor de cinzas na caracterizacdo do biossurfactante
provavelmente se deve a presenca de residuos da parede celular que ndo foram
eliminados durante o processo de obtencdo, sendo que o valor esperado é em torno de 4
% (SGARBIERI et al., 1999).
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A Figura 5 mostra imagens do biossorvente antes do processo de biossorcéo,

analisados por MEV e EDX. As micrografias por MEV mostram as superficies das

capsulas de alginato com a levedura S. cerevisiae, onde pode-se observar que o tamanho

médio das particulas é de 1,81 mm +0,2 mm (Figura 5a). Ap6s o aumento de 4000

vezes observa-se que a capsula do biossorvente apresenta superficie irregular, com

by

pequenas elevacbes que pode estar associadas a presenca de residuos do processo

fermentativo industrial, permanecendo apds o processo de preparacdo do biossorvente

(Figura 5b- Spectrum 1). Ainda, analisando a Figura 5b, a céapsula apresenta uma

superficie regular e porosa, onde ndo sdo observados residuos do subproduto,

identificado no canto superior direito.

Figura 5 - Micrografias Eletronicas de Varredura (MEV) (a; b) e Espectroscopia
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A Figura 5¢c mostra os resultados relativos a caracterizagdo semi-quantitativa
obtida através da técnica de EDX, verificando a presenca de oxigénio (38,4 %), carbono
(32 %), célcio (17,4 %), fésforo (12,1 %) e uma pequena quantidade de sddio (0,2 %).
A presenga de célcio, fosforo e sodio € justificada devido ao uso do alginato de sodio e
cloreto de célcio no encapsulamento. O fésforo além de ser adicionado como tampé&o

fosfato durante o encapsulamento, € um macronutriente presente nas células de



59

leveduras, assim como o nitrogénio, hidrogénio e enxofre, sendo que estes Gltimos ndo
foram identificados na andlise por possuirem bandas préximas a outros elementos, ou
quantidades muito pequenas e ainda por estarem no interior da capsula.

Os valores da composicdo molecular obtido neste trabalho sd&o um pouco
diferentes, inicialmente por ser uma caracterizacdo semi-quantitativa e também pelo
fato que a composicdo das leveduras varia em funcdo de diversos fatores, como o
substrato no qual é cultivada, a espécie da levedura, o0 método de fermentacao, 0 modo e
as condicGes de secagem e a idade das células (DESMONTS, 1968). Além destes
fatores, citam no processo de obtencdo da levedura de recuperacdo, as lavagens
sucessivas com agua, com o objetivo de eliminar as impurezas do processo
fermentativo, podem ocasionar mudancas no que se refere a composicao das leveduras
(GUIRALDINI; ROSSELL, 1997).

Na Figura 5d observa-se o0 espectro de EDX pontual, sendo realizado em pontos
especificos do biossorvente, como as irregularidades da superficie da capsula. Nesta
analise quimica pontual, observou algumas mudancas nos elementos quimicos presentes
e em sua quantidades, como € o caso do carbono que apresentou apenas 5,5 % da
composicdo total, muito abaixo da encontrada na analise completa da superficie do
biossorvente. Também observou-se a elevada concentracdo de calcio (22,4 %) que pode
estar ligada ao meio encapsulante, que ndo conseguiu realizar todas as ligacOes
possiveis com o alginato, devido ao excesso de calcio presente no solucdo de cloreto,
solucdo de gotejamento da levedura misturada com o alginato de sddio. E provavel que
ao longo do processo de biossorcdo ele se desprenda da capsula, isto foi verificado na
analise de MEV realizada ap6s o processo de biossor¢do, o que sera apresentado
posteriormente.

A Figura 6 mostra imagens do biossurfactante, analisadas por MEV e EDX.
Observa-se que as particulas do biossurfactante apresentam grandes variagdes no
tamanho das particulas, mas sdo pequenas, 0 que pode auxiliar no processo de
biossorcdo pela sua adesdo a capsula da levedura e pela sua capacidade de formar
complexos com metais. Os metais que estdo em solucdo sdo dessorvidos para a solucédo
aquosa devido a reducdo da tensdo superficial formando o complexo metal-
biossurfactante, que podem formar moléculas com tamanhos maiores, tornando-se mais

faceis de serem adsorvidas, por possuirem cargas iénicas capazes de realizar ligacoes.
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Figura 6 - Micrografias Eletronicas de Varredura (MEV) e Espectroscopia
Dispersiva de Raios-X (EDX) do biossurfactante

o

' . N ’ < Y
S ¥ v oy &
& % R ' e
1ot (4. X 3 3 . = - - w
SEMHV: 10.0kV  Date(m/dly): 09/23/14 | | | | VEGA3 TESCAN] SEM HV: 20.0 kV VEGA3 TESCAN|

View field: 208 pm Det: SE 50 pm View field: 104 ym Det: SE PLRT
SEM MAG: 2.00 kx Biossurfactante_2000X_01 Performance in nanospace SEM MAG: 4.00 kx Biossurfactante_4000X_01 Performance in nanospace

. Spectrum 2
Wi o
522 11
0.6
0.2
16
01
0.1
0.1
0.0

O biossurfactante produzido e extraido da levedura S.cerevisiae é conhecido
como manoproteina. As manoproteinas representam de 20 a 23 % do peso seco da
parede celular (KLIS, 1994) e sdo compostas por cadeias curtas de manose ou cadeias
longas com alta concentracdo de manoses fosforiladas, unidas a proteinas por ligacdes
tipo O ou tipo N, respectivamente (KITAGI et al., 1997).
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Com a andlise de EDX realizada, Figura 6c, foi possivel gerar a caracterizacao
semi-quantitativa do biossurfactante, onde foram encontradas quantidades de carbono
(52,2 %), oxigénio (23,1 %), sodio (7,7 %), nitrogénio (7,2 %), fosforo (4,8 %),
potassio (4,3 %), magnésio (0,5 %) e célcio (0,2 %), demonstrando a grande variedade
de nutrientes presentes na manoproteina, e concordando com os resultados obtidos por
Costa et al.(2012) com o extrato da manoproteina da levedura Saccharomyces
sp.descartada em cervejaria.

Utilizando o fator de conversao de nitrogénio em proteina (7,2*6,25), obteve-se
um percentual de 45 % de proteinas, valor proximo ao encontrado na determinacao de

proteinas do biossurfactante da composicao centesimal (Tabela 3).
4.2.3. Estudo do ponto de carga zero
A Figura 7 apresenta o grafico do pH final em relacdo ao pH inicial, o qual foi
utilizado para a determinacdo do ponto de carga zero (pHzpc) da S.cerevisiae

encapsulada em alginato de sodio.

Figura 7 - Ponto de carga zero da levedura S.cerevisiae encapsulada
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Como pode ser observado na Figura 7, o ponto de carga zero (pHzpc) da
levedura S.cerevisiae (subproduto) encapsulada em alginato foi pHzpc=7,0, o que

significa que neste pH a superficie do biossorvente tem carga neutra, sendo assim, pode-
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se dizer que em valores de pH maiores do que 7,0, a levedura encapsulada possui carga
negativa, devido a interacdo de ions OH™ com o0 adsorvente, enquanto que, em valores
de pH menores de 7,0, o encapsulado esta carregado positivamente, devido a presenca
de H" (HAO et al., 2004; CELEKLI et al., 2010). Assim, para os estudos com cadmio e
chumbo, a adsorcdo das espéecies metalicas presentes em solugdo na forma positiva sera
favorecida no pH em que espécies negativas predominem na superficie do biossorvente,
entretanto muitas espécies metalicas podem sofrer hidrolise e precipitarem tanto no
meio da solugcdo como na superficie do adsorvente.

Ainda com base nos resultados obtido através do estudo de ponto de carga zero,
a adsorcdo os ions metalicos que estdo presentes no meio aquoso na forma de cations
depende da presenca de grupos aniénicos na superficie do biossorvente. Considerando
que a superficie do biossorvente apresentou um pHzpc igual a 7,0; espera-se que para
valores de pH menores que este 0s grupos superficiais ionizaveis estardo protonados,
gerando uma carga liquida positiva que pode causar arepulsdo entre a superficie e os
cations em solucdo, favorecendo a adsor¢do de metais com carga negativas, como € o
cromo (VI), que se dissocia na forma anionica, mas desfavorecea adsor¢do de metais
que se dissociam com cargas positivas como é o caso do cadmio e chumbo. Ao
contrario, para valores de pH mais altos,predomina a presenca de grupos com carga
negativa na superficie do biossorvente, favorecendo a aproximacdo dos céations
metalicos (MIMURA et al., 2010), como o Cd?* e Pb?".

4.2.4. Influéncia do pH e do biossurfactante sobre a adsorcao

Na Figura 8, estdo apresentados os efeitos do pH sobre a capacidade de
biossorcdo de cromo (V1) ap6s 24 h de ensaio com biossorvente na presenca e auséncia
do biossurfactante. Desta forma, a levedura encapsulada com alginato de sodio foi

comparada com ela mesma adicionada de biossurfactante.
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Figura 8 - Efeito do pH sobre a capacidade de biossorcao de Cr (V1) da levedura
encapsulada em alginato de sddio e com adicdo de biossurfactante
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Verifica-se em ambas as curvas um aumento na remocgao de cromo (VI) em pH
baixos, devido a maior disponibilidade de sitios de ligacdo na superficie das células,
facilitando assim a biossor¢do do cromo (VI), enquanto em pHs elevados os metais
podem precipitar na forma de coldides de hidroxido, resultando na diminuigdo das taxas
de biossorc¢éo, sendo o pH 2,0 o que apresentou os melhores resultados.

Isso ocorre pois a medida que o pH diminui, a carga da parede celular torna-se
positiva, inibindo a aproximacgdo de ions positivos e favorecendo a aproximacao dos
fons negativos, aumentando assim, a capacidade de biossor¢do desses ions, conforme
observado por Wase e Forster (1997). Este efeito pode ser explicado pelo aumento da
ligacdo dos protons aos sitios ativos, tornando a superficie carregada positivamente
atraindo os anions; como o cromo hexavalente apresenta-se como um cromato, na forma
anionica (Cr,0,%), a carga positiva na superficie do adsorvente favorece a ligacdo com
o cromo (VI).

Outros estudos realizados por Hlihor et al. (2013); Anandkumar e Mandal
(2011), também obtiveram resultados semelhantes para a capacidade maxima de

biossorcdo de cromo (V1) a pH baixos, préximos de 2,0.
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A capacidade de biossorcéo do cromo (V1) pela levedura encapsulada foi de 14,9
mg g™ em pH 2,0 quando o biossurfactante foi adicionado. Nos ensaios com pH acima
de 2,0, a carga positiva sobre a superficie do adsorvente é diminuida e, em decorréncia,
reduz a capacidade de adsorcéo do adsorvente carregado negativamente (CrO4>), outros
autores como MOHAMED, 2004 e BARAL et al. 2006 obtiveram resultados
semelhantes.

Em comparagdo com a capacidade de adsor¢do nos ensaios sem biossurfactante,
observou-se uma elevagdo na capacidade de biossorcao de cromo (VI) de 7,9 mg g*
para 14,9 mg g™. Este aumento é justificado pela interacdo do biossurfactante com a
superficie da célula o que aumenta a hidrofobicidade da superficie permitindo que
substratos hidrofébicos possam se associar mais facilmente com o material adsorvente.
Ao diminuirem a tensdo superficial entre o metal e o efluente, este torna-se mais
disponivel para a adsorcao, conforme também foi observado por MULLIGAN; GIBBS
(2004).

Assim o biossorvente quando imobilizado em alginato apresenta vantagens, em
relacdo as células livres, para o tratamento de residuos, uma vez que a maior parte das
aguas residuais contaminadas por metais toxicos tem um pH &cido (PARK et al., 1997),
0 que causaria a desnaturacdo das celulas das leveduras e comprometendo sua
capacidade de biossorcéo.

O pH o6timo de biossorcdo é diferente para cada metal estudado, nesse sentido
foi realizado um estudo para cada um dos metais cddmio e chumbo. Como os resultados
anteriores com cromo (V1) demonstraram a importancia da adi¢do de biossurfactante, o
estudo do pH para o cadmio e o chumbo foi realizado somente nesta condi¢do.Na
Figura 9 estdo apresentados os resultados de capacidade de biossor¢do em fungédo do pH
para estes metais. Visto que o efeito de pH é uma das variaveis mais importantes do
processo quando se considera o tratamento de aguas residuais contaminadas com metais
toxicos,por causa da sua influéncia sobre a solubilidade do metal ou do grau de

dissociacdo de grupos funcionais localizados sobre a superficie adsorvente.
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Figura 9 - Efeito do pH na capacidade de biossor¢do dos ions de Pb e Cd pelo

biossorvente
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Na Figura 1, para o cadmio, observou-se um aumento na capacidade de
biossor¢do a medida que o pH foi sendo elevado, sendo que os melhores resultados
foram obtidos em valores de pH superiores a 4,0, mantendo-se igual até o pH 10. O pH
5,0 foi escolhido para a construcdo da isoterma de biossor¢éo apresentando capacidade
de biossorcdo de 15,5 mg g*. Para Jiang et al., (2012) e Pino; Torem (2011) que
realizaram estudos semelhantes, o pH 5,0 se mostrou o mais adequado para a realizacao
dos ensaios de biossorcdo de cadmio, pois a superficie do biossorvente ja apresenta
cargas anionicas permitindo a ligacdo com o cation de Cd.

Para a adsorcao de chumbo, o estudo de pH indicou que a capacidade maxima de
biossorcéo 23,4 mg g foi atingida em pH 5,0, diminuindo a medida que o valor do pH
foi se tornando bésico, este resultado foi encontrado de forma semelhante por Lee et al.
(2009), Eker et al. (2008), Gong et al.(2005) e Ferreira et al. (2011). Com base nestes
resultados, foi escolhido o pH 5,0-5,5 para a construcdo das isotermas de cadmio e
chumbo, por este pH favorecer a dissociacdo de grupos funcionais, e, em seguida, a

ligacdo dos ions metalicos na superficie da célula, evitando a precipitacdo destes metais.
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4.2.5. lIsotermas de Biossorcao

Para avaliar o potencial de biossor¢cdo da levedura encapsulada em alginato de
sodio na presenca de biossurfactante e pH 2,0, foi realizada a construcdo das isotermas
de adsor¢do de cromo (V1) com a levedura encapsulada (biossorvente) e com a cépsula
de alginato sem a levedura (branco). O equilibrio da adsorc¢éo para o branco foi atingido
apos 14 dias de contato, enquanto que a levedura encapsulada o equilibrio foi atingido
apos 11 dias de contato. A Figura 10 apresenta os dados de equilibrio do biossorvente e

das capsulas de alginato.

Figura10 -  Isoterma de biossor¢do de cromo (V1) por S.cerevisiae encapsulada

(biossorvente) e com a capsula sem levedura (branco)
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Na Figura 10 a isoterma com o biossorvente apresenta alta capacidade de
adsorcdo mesmo em baixas concentracdes de equilibrio, resultado este devido a alta
afinidade do biossorvente pelo cromo (VI). Para a isoterma realizada com o branco,
observa-se baixas capacidades de adsorcdo iniciais, mantendo-se paralelo com a

concentracdo inicial, aumentando & medida que a mesma aumenta. Além disso, a
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isoterma do branco é classificada por Webber e Chara (1974) como sendo desfavoravel
ao processo de adsor¢do. Se comparado as capacidades de adsor¢do, na faixa de estudo
0 biossorvente proposto teve maior capacidade que o branco, demonstrando que a
presenca de levedura é fundamental para o aumento da capacidade de adsorgéo.

A Tabela 4 apresenta os valores dos pardmetros dos modelos ajustados aos
dados experimentais, sendo que os modelos empiricos para sistemas de soluto simples
usados para descrever o equilibrio da biossorcdo s@&o os modelos de Langmuir,
Freundlich e BET.

Tabela 4 - Valores dos parametros dos modelos de isotermas de adsor¢do de cromo

(V1) pelo biossorvente e o branco

Parametros Biossorvente  Branco
Langmuir
ke (L mg™) 0,126 -
dm (Mg g™ 72,171 ;
R2 0,97 -
Erro (%) 8,87 -
Freundlich
ke (mg L™ gTmg™) 19,215 0,12
Nt 3,57 0,867
R2 0,95 0,964
Erro (%) 9,92 6,4
BET
ki (L mg™) 0,164 3,7810°
ko (L mg™) 0,00097 0,001
geer (Mg g7 64,12  5591.10*
R? 0,979 0,959
Erro (%) 7,23 7,473

Analisando-se os pardmetros obtidos através dos modelos de isotermas (Tabela
4), observa-se que para os dados de equilibrio do biossorvente, levedura encapsulada,
todos os modelos apresentaram ajuste satisfatorio aos dados. O modelo de Freundlich e

BET apresentam erro superior ao modelo de Langmuir, além do modelo de BET
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apresentar k, proximo de zero, o que simplifica sua equacdo para Langmuir. Desta
forma, sugere-se que o modelo de Langmuir seja suficiente para representar os dados
experimentais, onde a adsorcdo ocorre sobre uma superficie simples e infinita. Esse
modelo admite que a superficie do solido seja coberta por um grande niumero de sitios,
sendo que cada sitio pode ser ocupado por uma molécula ou ion adsorvido (RADHIKA,;
PALANIVELU, 2006).

Ao analisar a Figura 10, observa-se este comportamento, pois no inicio da
isoterma com o biossorvente, a adsorcdo inicial é elevada, e continua ocorrendo até
todos os sitios de ligacdo do biossorvente estarem ocupados, mostrando a alta afinidade
entre o biossorvente e o metal. Quando a concentracio inicial passa de 40 mg L™, as
ligacGes tornam-se mais fracas e com menor afinidade, atingindo a concentracdo de
equilibrio, com capacidade maxima de 72 mg g™.

Para as particulas de alginato sem biossorvente (branco) observa-se que o
modelo de Freundlich apresentou ajuste satisfatorio aos dados de equilibrio (Tabela 5).
Este modelo considera que a adsorcdo ocorra em superficies heterogéneas, ou em
superficies com sitios de ligacdo com afinidades diferentes para o adsorbato. O
biossorvente apresenta sitios de ligagdo mais fortes que sdo ocupados em primeiro
lugar, e que a forca de ligagdo diminui com o aumento do seu grau de ocupacao.

Na isoterma com o branco, que também apresentou ajuste satisfatorio ao modelo
de Freundlich, observa-se que ndo ocorreram as ligacGes fortes nos sitios de ligacao,
caracterizando a isoterma como néo favoravel, representado pelo valor de 1/n maior que
1, e mostrando que ao encapsularmos a levedura em alginato, séo criados sitios de
ligacOes, que ndo estdo presentes na capsula de alginato. Por esse motivo, a comparagéo
das linhas de isotermas demonstra claramente um aumento expressivo da capacidade de
adsorcéo das capsulas com biossorvente, comparando com o branco.

Desta forma, ao uma molécula se ligar a determinado sitio de ligacéo,
impossibilita que outras ligacbes ocorram, podendo diminuir a capacidade do material
adsorvente, branco. Este efeito pode ser observado na Figura 10, onde a capacidade de
biossorcdo do branco € linear com o aumento da concentracdo inicial, mostrando que ha
uma possivel selecdo para ligacao dos sitios mais fortes com o metal.

No processo de formacdo das esferas de alginato com ions de célcio, a estrutura
particular deste biopolimero deixa livre grupos carboxilicos que reagem com os ions

metalicos (IBANEZ; IMETSU, 2002) auxiliando na adsorcdo, mas apresentando
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capacidade limitada de adsorcdo, como observado para a isoterma com o branco. Sendo
assim é importante frisar que a adsor¢ao de metais toxicos também tem sido beneficiada
pelo uso de microrganismos imobilizados, visto que em determinadas condicGes o
suporte também serviu como adsorvente (COSTA; FRANCA, 1996), além de facilitar a
separagdo entre o biossorvente e o efluente e manter o microrganismo inume as
alteracdes do sistema de adsorcao.

Levando-se em consideracao os resultados obtidos na etapa | onde foi utilizada a
levedura comercial sem tratamento como biossorvente com capacidade maxima de 8 mg
g™ e com os resultados obtidos com a levedura(subproduto) encapsulada observa-se um
aumento expressivo na capacidade de biossorcdo, atingindo 72 mg g, mesmo
considerando-se que 30 mg g™ de cromo (V1) foi adsorvido pelo alginato.

Os dados de equilibrio de biossorcdo para os ions cadmio e chumbo pela
levedura encapsulada na presenca de biossurfactante foram avaliados a pH 5,0 e
temperatura de 25 °C. Na Figura 11 estdo apresentados os dados de biossorcdo que
apresentaram melhor ajuste ao modelo de isoterma de Langmuir para o ion chumbo e ao
modelo de isoterma de BET para o ion cddmio. Sendo que os valores de concentragao
inicial (Ce) para o chumbo est&o no eixo auxiliar (topo).
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Figura 1l -  Isotermas de biossor¢do de cadmio e chumbo por S.cerevisiae
encapsulada
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A Tabela 5 apresenta os valores dos parametros dos modelos de isotermas de
cadmio e chumbo pela levedura S.cerevisiae encapsulada, estes valores refletem a
natureza do material adsorvente e podem ser usados para comparar 0 desempenho da
biossorgéo.

O modelo de Langmuir representa um dos tratamentos teéricos de sor¢do nao
linear e sugere que a captacdo ocorre em uma superficie homogénea por sor¢do em
monocamada sem interacdo entre as moléculas adsorvidas. O modelo assume que é,
também, uniforme a energia de adsorcdo sobre a superficie e que ndo ocorre
transmigracdo do sorbato (BUENO et al., 2009). A constante de Langmuir, Qm,
representa a saturacdo da monocamada para o equilibrio ou a capacidade total de
captacdo dos ions de chumbo por S.cerevisiae encapsulada.

A teoria Langmuir tem como pressuposto basico que a adsor¢do ocorre em sitios
homogéneos no adsorvente, e que uma vez que uma molécula de metal ocupe um local,
nenhuma adsorcao adicional pode ocorrer ali (LANGMUIR, 1918; RUTHVEN, 1984).
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Este comportamento indica que s&o observadas capacidades de adsor¢do elevadas na
fase solida com baixas concentracdes de soluto na fase liquida, devido a alta afinidade

entre as moléculas de chumbo e a superficie da levedura encapsulada.

Tabela 5 - Valores dos pardmetros dos modelos de isotermas de adsorcdo de cadmio

e chumbo pela S.cerevisiae encapsulada

Parametros Cadmio Chumbo
Langmuir
k. (L mg™) 0,013 0,143
gm (Mg g™) 38,111 178,73
R2 0,804 0,982
Erro (%) 15,767 8,174
Freundlich
ke(mg L™ g mg™™ 1,884 27,277
N 0,527 0,538
R2 0,876 0,975
Erro (%) 11,404 14,642
BET
ki(L mg™) 0,219 0,166
ks (L mg™) 0,004 0,005
gm (Mg g™ 11,827 152,91
R2 0,945 0,984
Erro (%) 5946 12,61

Na Tabela 5 também se encontram os coeficientes de correlacdo obtidos para os
modelos utilizados. Em relacéo aos dados de equilibrio de biossor¢do do chumbo, pode-
se observar que os modelos de isotermas de Langmuir e BET apresentam valores
satisfatorios do R” e erro relativo médio. Para este metal, 0 modelo de BET apresenta
valores de k; igual a zero, que simplifica matematicamente a equacdo do modelo de
Langmuir. Desta forma o modelo que melhor se ajustou aos dados experimentais foi o
modelo de Langmuir, com capacidade maxima (qm) 178,73 mg g, sendo necessério um

tempo de contato de 24 h para que o equilibrio fosse alcancado.
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Em relacdo a ki, observa-se que estes valores, quando comparados a biossor¢do
de cromo s&@o inferiores, mostrando que o cromo possui mais afinidade pelo
biossorvente. 1sso ocorre, pois os valores de k_ sdo inversamente correlacionados a
concentracdo de equilibrio em que a capacidade de adsorcdo atinge 50% da maxima
capacidade da monocamada. Logo, valores maiores de ki observada para as isotermas
de cromo, indica que o adsorvente é saturado mais facilmente em baixas concentraces,
0 que € necessario nos sistemas de tratamento de efluente.

Para os dados de equilibrio obtidos para o caddmio, o modelo de isoterma de BET
demonstrou melhor ajuste, com uma capacidade maxima de biossor¢do na monocamada
de 11,83 mg g™. Pressupde-se que, pelo ajuste satisfatorio deste modelo, a biomassa
adsorva 0 metal como a isoterma de Langmuir, mas a partir da saturacdo da
monocamada forme multicamadas entre si, adsorvendo mais metal (GILES et al., 1960;
PICCIN et al., 2013). A formacgdo de multiplas camadas pode ocorrer devido a uma
alteracdo na forma de organizacdo das moléculas de cadmio dispostas na superficie do
adsorvente, de horizontal para alinhamento vertical ou, devido a reducdo de
solubilidades superficiais causadas por interagGes hidrofébicas entre o adsorvato e o
adsorvente (GILES et al., 1960; EDGEHILL et al., 1998; GRAINGER et al., 2011;
EBADI et al., 2011).

Analisando os resultados da biossor¢cdo de cadmio e chumbo, observa-se que o
chumbo apresentou maior capacidade de ser adsorvido. Isto pode ser justificado por este
metal possuir maior massa atdbmica que o cadmio. Por esse motivo, quando uma
molécula de chumbo ocupa um sitio de adsor¢do, a massa adsorvida por esse sitio €
maior para aquela molécula que possui maior massa atomica.

Para os resultados de biossorcdo com o cromo, cddmio e chumbo, observa-se
valores diferentes de biossorcao e diferentes afinidades, que podem ser explicadas pela
forma idnica do metal. Assim, observa-se que como 0 cromo hexavalente apresenta-se
na forma de anion cromato, logo ele vai ocupar sitios carregados positivamente do
biossorvente, enquanto o caddmio e o chumbo irdo ocupar sitios com cargas negativas,
por serem cations. Logo, o nimero de sitios nessas duas condi¢cdes pode ndo ser o
mesmo, Visto que os principais sitios positivos sdo as aminas e amidas das proteinas,
enquanto que sitios negativos estdo presentes tantos nas proteinas (acidos carboxilicos)

como nos alinatos (aldeidos e cetonas). Desta forma, ao analisarmos a afinidade do
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biossorvente pelos ions metélicos cddmio, cromo e chumbo, observa-se maior afinidade

pelo cromo (V1) > chumbo > cadmio.
4.2.6. Caracterizacdo do biossorvente depois da adsor¢ao

Para avaliarmos o biossorvente antes e depois do processo de biossor¢do foram
realizadas analises por microscopia eletrénica de varredura e por espectroscopia de
dispersao por raio-X tendo como objetivo caracterizar o biossorvente. Nas Figuras 12 e

13 estdo apresentadas as imagens da superficie do biossorvente.

Figura12 -  Imagens por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da superficie

do biossorvente: a) antes da biossorcao; b) depois da biossor¢édo
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Na Figura 12a esté apresentada a superficie do biossorvente antes do processo de
biossorcdo, como descrito 4.2.2., onde se observa a superficie irregular do biossorvente.
E na Figura 12b mostra-se a superficie do biossorvente ap6s o processo de biossorcao,
onde se verifica a mudanca ocorrida na superficie, tornando-a mais uniforme.

A mudanca na superficie do biossorvente, ap0s a biossorcdo, pode estar
relacionada com a adsorcdo do metal, cromo (VI), e também com a adicdo do
biossurfactante. Constata-se por comparacdo que a superficie tornou-se aparentemente

porosa, permitindo a adsor¢do do metal na superficie e permitindo a sua entrada para o



74

interior da cépsula, sendo estas suposi¢des confirmadas pela anélise de EDX da Figura
13.

Ao analisar-se as Figuras 13a e 13b, é possivel verificar a composi¢do quimica
da superficie do biossorvente apés a biossor¢do. Os elementos quimicos encontrados
foram cromo, carbono e oxigénio. A presenca da cor verde é associada com a presenca

de cromo, comprovando-se que o metal esta aderido por toda a superficie.

Figura13 -  Espectroscopia de Dispersdo por Raio-X depois da biossorcao (a);

presenca de cromo na superficie (b); composicdo elementar na superficie (c)
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Na andlise de EDX (Figura 13c) foi observada a presenca de 0,6 % calcio, valor
bem inferior ao observado na andlise realizada antes do processo de biossorcao, que foi
de 17,4 %. Essa diminuicdo pode estar associada as moléculas de célcio que ndo se
ligaram ao alginato durante o processo de encapsulacdo e que durante a biossorcéo se
desprenderam da capsula.

Para o carbono, houve um aumento no seu percentual, passando de 32 % para
54,7 %. Para o elemento oxigénio ocorreu o efeito contrario, diminuindo seu percentual
de 38,4 % para 25,7 %. Estes resultados podem estar associados com a adi¢do do
biossurfactante que possui elevado percentual de carbono (52,2 %), que pode ter aderido
a superficie do biossorvente.

Outro dado importante é a que na analise realizada antes da biossor¢do foram
encontrados também fosforo e sddio no biossorvente e nitrogénio, fésforo, potéssio,
magnésio e sddio no biossurfactante, e apds o processo de biossorcdo nenhum destes
elementos se mostrou presente na superficie do biossorvente. Isso pode estar
relacionado com as ligacOes realizadas entre os aminoacidos das proteinas e o metal, ou
seja, antes do processo de biossorcéo, as ligagdes realizadas na cadeia lateral eram com
0s componentes como nitrogénio, fosforo, potassio, sddio e magnésio, apds 0 processo
de biossorcédo estes foram substituidos pelas ligacdes com o cromo (V1), na sua forma
anionica (CrO,%).

Na Figura 14 estdo apresentadas as imagens obtidas através da microscopia
eletrbnica de varredura da superficie e corte do biossorvente, apds o processo de

biossorcéo.
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Figura 14 -  Imagens por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do
biossorvente: a) superficie e corte do biossorvente ap6s a biossor¢do; b) corte do

biossorvente apds a biossor¢édo
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Na Figura 14a, é possivel observar a superficie do biossorvente e o corte
realizado na cépsula, sendo que no corte a superficie € homogénea e uniforme. Na
Figura 14b, esta apresentado o corte da capsula do biossorvente e 0s pontos de espectros
onde foram realizadas as anélises de EDX, para que pudéssemos avaliar a composi¢do
quimica no interior da capsula do biossorvente.

Na Figura 15 encontra-se 0s espectros de dispersdao de raio-X do corte do

biossorvente apds a biossorgao.
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Figural5-  Espectroscopia de Disperséo por Raio-Xdo corte do biossorvente depois

da biossorc¢éo (a); cromo na superficie (b);composicdo elementar pontual no corte (c)
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Ao analisarmos a Figura 15a, é possivel verificar a presenca do cromo (VI) por
toda a superficie do biossorvente, na superficie e no interior da capsula. Na Figura 12b,
onde estd o corte do biossorvente, pode-se perceber que o metal esta distribuido de
forma uniforme por todo o corte, isto pode ser confirmado na andlise de EDX da Figura

15¢, realizado na parte interna da capsula, que comprovou a presenca de cromo (V1)
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atingindo 5,7 %, sendo inferior ao valor encontrado na superficie (18,9 %), mas
demonstrando que mesmo a levedura estando encapsulada e seca, o0 poro da capsula
permite a entrada do metal e a levedura consegue realizar as ligagdes do metal com seus
sitios de ligacao.

A Figura 16 apresenta os espectros de infravermelho por transformada de
Fourier da capsula de alginato (branco) e do biossorvente antes e ap6s 0 processo de
adsorc&o. Observa-se, na regido de 3500 cm™ picos relativos ao estiramento da ligacéo
O-H, em 1650 cm™ picos relativos ao estiramento da ligacdo C=0, presente nos &cidos
nucléicos, amidas de proteinas das proteinas e do acido alginico do alginato de sddio e
em préximo a 1100 cm™ relativo da ligagdo C-O de amino&cidos residuais e do alginato
de sodio. Para as capsulas do biossorvente desenvolvido, observa-se, além dos picos
antes citados, a presenca de picos proximos a 2950 cm™, relativos ao estiramento das
ligagdes N-H e dos grupos —CH3 e —CH, das proteinas da levedura, proximos a 1550
cm™, relativo a deformacdo simétrica da ligacdo C-N-H das amidas | e Il e préximo a
1230 cm™ relativo a interacdo da torcdo N-H e o estiramento C-N das proteinas. Ap6s a
adsorcéo observa-se alteracdes dos picos das ligacdes proximos a 1100 cm™ (C-O),
1230 cm™ (N-H e C-N) e 1550 cm™ (C-N-H), demonstrando que esses grupos

funcionais participam do processo de biossorcéo.
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Figura 16 -  Espectroscopia de infravermelho do branco e do biossorvente antes e
apos a biossorgdo

70

60 |

50 |

40 |

30 |

Transmitancia

20 ¢

10 ¢

0 L L L L L L L
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
—_Branco — Biossorvente sem Cr®" —Biossorvente com Crb*

Em geral as paredes celulares bacterianas sao polieletrélitos que interagem com
os ions em solugdo para manter a eletroneutralidade. Os mecanismos através dos quais
os ions metélicos se ligam a superficie celular incluem interagdes eletrostaticas, forgas
de Van Der Waals, ligacdo covalente, interacdes redox, precipitacdo extracelular e
alguma combinacdo destes processos (GAVRILESCU, 2004). As interacOes
estequiométricas, tanto por troca idnica como por complexacdo, ocorrem entre 0s ions
metalicos e os grupos funcionais como os fosfodiester, fosfatos e carboxilicos
(glicosideos) e amino (amino- e peptido-glicosideos ou proteinas) dos polimeros que
constituem a parede celular (VOLESKY, 1986), sendo a sua identificagdo mais um
contributo para esclarecer o0 mecanismo envolvido na interacdo metal-biossorvente. A
espectroscopia de infravermelho é frequentemente utilizada para detectar alteracdes na
frequéncia de vibracbes moleculares, oferecendo excelentes informacgfes sobre a
natureza das ligacOes presentes, permitindo a identificacdo de diferentes grupos
funcionais da superficie celular (MURPHY et al., 2007).

A diversidade de compostos organicos da parede celular das leveduras resulta da

origem a espectros de infravermelho altamente complexos (PADMAVATHY et al.,
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2003). Estes autores realizaram a analise FTIR a uma amostra de levedura de padeiro (S.
cerevisiae), reportando numa tabela as diferentes bandas, divididas por trés regides: a
dos aglcares: 790-1180 cm™, onde identificaram picos a 1040, 1079 e 1141 cm™; a das
proteinas: 1400-1700 cm™, com picos a 1456, 1553 e 1647 cm™; e a dos &cidos
nucléicos: 1200-1290 cm™, onde apenas foi identificado um pico a 1242 cm™. Os picos
largos entre 3800 e 2500 cm™ sdo devidos a grupos —OH e —NH e a pontes de
hidrogénio. A banda larga observada na regido 3800-2500 cm™, com um maximo a
3400 cm™ pode ser atribuido & presenca de grupos hidroxila, que estdo ligados por
pontes de H com grupos R-NH" das amidas secundarias (grupos (R-NHCOCHS,)) da
quitina. A banda a 1540 cm™ pode ser explicada pela presenca da banda 1l de uma
amida secundaria provocada pela distensdo N-H e C-N das amidas secundarias. As

bandas dos anéis de glicose s&o observados entre 1040 cm™ e 1160 cm™.
4.3. Etapa Ill: Estudos de adsorcéo com efluente real

Na Figura 17 estd apresentada a isoterma de biossorcdo de cromo (VI) em
efluente pela levedura S.cerevisiae encapsulada. O equilibrio do processo de biossorgdo
foi alcancado aos 16 dias de experimento e a capacidade maxima de biossorcdo foi de
75,2mg gl



81

Figura17 -  Isoterma de biossorgéo de cromo (V1) em efluente real
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Analisando-se a Figura 17, observa-se que a isoterma com efluente real
apresenta uma capacidade inicial de biossorcéo alta, podendo ser classificada como um
curva de alta afinidade (GILES et al., 1960), isso pode ter ocorrido pela presenca do
cromo (V1) associado a outros compostos quimicos presentes no efluente real, que
tornaram o tamanho da molécula grande ou de maior afinidade, favorecendo a troca
para a superficie do biossorvente, ou facilitando a formagéo de multicamadas.

No ajuste de dados realizado, apresentado na Tabela 6, apenas o modelo de
isoterma de BET apresenta ajuste satisfatorio aos dados de equilibrio do cromo (VI) em
efluente real, neste caso a formacdo de multiplas camadas pode ocorrer devido a uma
alteracdo na forma de organizacdo das moléculas de cromo (V1) dispostas na superficie
do adsorvente, de horizontal para alinhamento vertical ou, devido a reducdo de
solubilidades superficiais causadas por interacGes hidrofdébicas entre o adsorvato e o
adsorvente (GILES et al., 1960; EDGEHILL et al., 1998; GRAINGER et al., 2011;
EBADI et al., 2011).



82

Tabela 6 - Valores dos parametros dos modelos de isotermas de biossor¢édo de
cromo (V1) em efluente pela S.cerevisiae encapsulada

Parametros Efluente Real
Langmuir
ke (L mg™) 1,99
Om (Mg g™ 52,47
R2 0,722
Erro (%) 49,51
Freundlich
ki (mg L"" g mg™™) 27,44
Nt 0,189
R2 0,811
Erro (%) 13,256
BET
ki (L mg™) 18,67
ko (L mg™) 0,006
geer (Mg g™) 34,761
R2 0,98
Erro (%) 4,98

Analisando-se os resultados obtidos nas isotermas realizadas com efluente real e
efluente sintético, observa-se que as linhas soélidas apresentam-se em paralelo,
demonstrando variacbes apenas na parte inicial e final, estas variacbes podem ser
explicadas pelos inimeros compostos existentes no efluente real, que podem ter
auxiliado na biossorcdo. Este resultado é extremamente positivo, pois comprova que o
subproduto de cervejaria encapsulado e na presenca de biossurfactante tem capacidade

de remover cromo (V1), podendo ser aplicado no tratamento de efluentes contaminados.
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5. CONCLUSAO

Os ensaios de biossorcdo de cromo (V1) realizados com a levedura comercial
sem tratamento e submetida aos tratamentos térmico e quimico, demonstraram que a
maior capacidade de adsorcao foi obtida com a levedura sem tratamento, o que facilita a
aplicacdo do biossorvente no tratamento de efluentes industriais.

A adicdo de biossurfactantes de parede celular de levedura (manoproteinas)
auxilia os processos de adsorcédo pela levedura comercial, obtendo-se aumento de 60 %
na capacidade de biossorcdo de cromo em 24 h, sendo as capacidades de adsorcdo de
7,9mg gt e 14,9 mg g*, na auséncia e presenca do biossurfactane, respectivamente.

A capacidade de biossorcdo de cromo pelo subproduto obtido da industria
cervejeira encapsulado em alginato de sédio foi de 72 mg g* na presenca de
biossurfactante.

As maiores capacidades de adsorcdo obtidas com o subproduto encapsulado e
com adicdo de biossurfactante foram em pH 5,0 para os metais cadmio e chumbo e 2,0
para o cromo (V). As isotermas de adsorgéo destes metais apresentaram capacidades de
adsorcdo da monocamada de: 178 mg g de chumbo, com e ajuste satisfatério ao
modelo de isoterma de Langmuir; 38 mg g™ para o cadmio, com ajuste ao modelo de
isoterma de BET. Nos estudos termodinamicos realizados com cromo (V1) a capacidade
méxima atingida foi de 72 mg g™, a 25 °C, sendo o processo de biossorcéo exotérmico.

Na analise morfologica e de composicdo quimica realizada confirmou-se a
presenca de cromo na superficie e no interior do biossorvente. Além disso, pode-se
observar que a superficie do biossorvente apresentou mudancas visuais e quimicas apos
a biossorcao.

Para os ensaios realizados em efluente real, a maxima capacidade de biossor¢do
de cromo na monocamada foi de 34,76 mg g™ com ajuste a0 modelo de isoterma de
BET. Entretanto, a partir de 70 mg L™ a capacidade de biossorcio do efluente real foi
maior que a capacidade de biossorcdo da solucdo aquosa, devido a formacgdo de
multicamadas. Sendo assim, a biossorcdo de metais pela levedura S.cerevisiae
encapsulada se mostrou eficiente, podendo ser aplicada no tratamento de efluentes.

A levedura S.cerevisiae obtida a partir da indUstria cervejeira encapsulada em

alginato de sodio e utilizando biossurfactantes como coadjuvantes do processo de
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adsorcédo, apresentou-se como um excelente biossorvente para a remocdo de cromo

(V1), cddmio e chumbo.

A partir deste estudo, ficam as seguintes sugestdes para trabalhos futuros:

a)
b)
c)
d)
e)

Ensaios de equilibrio envolvendo multicomponentes;
Ensaios cinéticos em batelada;

Ensaios cinéticos em coluna de adsorcao;

Testes de regeneracdo e reuso do biossorvente desenvolvido;

Testes de outras formas de encapsulamento do subproduto cervejeiro.
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