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Sumario

Foi utilizado um biofilme de Arthrobacter viscosus suportado em carvao activado granular
(GAC) para remover metais pesados e compostos organicos presentes em solucdes liquidas
diluidas. Nos ensaios com metais pesados e na auséncia de compostos organicos foram
utilizados dois diferentes suportes: um tratado com HNO; e outro com H,0,. Os ensaios
realizados com solugdes mistas tiveram como suporte do biofilme, o carvdo activado sem
qualquer tipo de tratamento. A gama de concentracBes estudadas, para as solu¢bes de um so
metal, variou de 4-77 mg/l para o cromio, 5-95 mg/l para o cadmio, 8-165 mg/l para o
chumbo e 2.5-42 mg/l para o ferro. Em relacdo as solucdes mistas, foram utilizadas
concentracOes iniciais de cromio entre 10-200 mg/l para uma concentracdo de composto
organico de 60 mg/l. De uma forma global conseguiram-se melhores resultados com os metais
cromio, chumbo e ferro, tendo-se concluido que o cddmio exerce um efeito toxico sobre as
bactérias. Em relacdo as solugbes mistas, fixou-se a atencdo na remocdo de crémio e
verificou-se que esta é ligeiramente afectada pela presenca do composto organico
(ortocresol>fenol>clorofenol). O estudo comparativo entre os trés compostos organicos indica
que a sua remoc¢do ndo € sensivel a concentragdes crescentes do metal no caso do fenol e do
clorofenol, ao contréario da remocdo de ortocresol que é evidentemente afectada pela presenca
do Cr em concentracGes crescentes.

Introducéo

Actualmente, um dos maiores problemas ambientais consiste nos residuos decorrentes do
desenvolvimento tecnoldgico. Os efluentes industriais sdo, neste contexto, um problema
particular pois a Natureza ndo os absorve facilmente. A contaminacdo por metais pesados e
compostos organicos de ecossistemas aquaticos ou terrestres assume grande importancia.
Assim, cresce a preocupagdo com estes elementos e as pesquisas no tratamento de efluentes
sdo, cada vez mais, incentivadas (Falabella et al., 1998).
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Novos desenvolvimentos na area da biotecnologia ambiental apontam para a utilizacdo de
microrganismos no controlo da polui¢do causada por metais pesados. Estudos desenvolvidos
por Muraleedharan et al. (1991) permitem afirmar que estes processos poderdo substituir os
convencionais processos de tratamento. Este conceito é reforcado por estudos efectuados por
Wilde et al. (1993), que concluem que a utilizagdo de um sistema biolégico na remocéo de
metais tem um grande potencial para alcangar bons desempenhos a baixo custo, isto porque
alguns microrganismos tém a capacidade de concentrar ibes metalicos. A retencdo dos
mesmos faz-se por ligacGes a parede das células ou por complexacdo quimica entre aqueles e
enzimas extracelulares excretadas pelas células (Levine e Pradhan, 1992).

A biossorcéo € considerada um termo colectivo para designar um conjunto de processos de
acumulacgdo passiva de metais, o qual pode incluir troca idnica, complexacdo, adsorcéo e
microprecipitacdo (Duncan et al., 1994). O uso de bactérias como biossorvente apresenta
inimeras vantagens das quais se destaca o seu pequeno tamanho, a capacidade de crescimento
em condicBes controladas e a resisténcia a uma gama alargada de condi¢des ambientais
(Urrutia, 1997).

As propriedades fisicas e quimicas do carvao activado fazem dele um poderoso adsorvente. A
sua utilizacdo no tratamento de &guas residuais tem sido estudada por diversos grupos de
investigacdo, pois é conhecida a sua capacidade de adsorver 0s compostos organicos
vulgarmente associados aos metais pesados presente nos efluentes industriais. Stenzel e Merz
(1989) afirmam que o tratamento com carvdo activado granular é uma das técnicas mais
promissoras na reducdo de contaminantes organicos das aguas residuais, pois consegue
remover uma grande quantidade de substancias organicas a baixas concentracdes. Bactérias
da espécie Arthrobacter foram utilizadas no estudo da biodegradacdo de uma mistura de
poluentes téxicos (fenol) e ndo-tdxicos (glucose), tendo obtido resultados significativos
(Baradarajau et al., 1996). A utilizacdo de um sistema de biossor¢do constituido por um
biofilme suportado em carvdo activado combina a capacidade do biofilme para remover
metais pesados com a capacidade do carvdo activado para remover compostos organicos
(Scott e Karanjkar, 1995).

O objectivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um sistema de biossor¢do composto por
um biofilme de Arthrobacter viscosus suportado em carvdo activado granular capaz de
remover metais pesados (cromio, cddmio, chumbo e ferro) e solugdes conjuntas de metal
(crébmio) com compostos organicos (fenol, ortocresol e clorofenol). Nos ensaios com as
solucBes metalicas foi testado o efeito da alteracdo quimica da superficie do carvdo, que
consistiu no tratamento a quente do carvdo com HNOz e H,0..

Material e Métodos

Materiais

A bactéria utilizada, Arthrobacter viscosus, foi obtida na Coleccdo Espanhola de Culturas
Tipo da Universidade de Valéncia. As solucBes de cromio, cddmio, chumbo e ferro foram
preparadas diluindo K,Cr,O7, CdS0,4.8/3H,0, Pb(NO3), e FeS0,4.7H,O em agua destilada.
Para as solucdes de compostos orgénicos fez-se a diluicdo de fenol, ortocresol e clorofenol em
agua destilada. Todo o material utilizado nas experiéncias foi lavado com uma solucdo de
acido nitrico a 60% e lavado com agua ultra-pura para remover qualquer possivel
interferéncia de outros metais. O doseamento dos metais foi feito por espectrofotometria de
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absorcdo atdmica, EAA, e o doseamento dos organicos foi feito por espectrofotometria. Os
padrdes para a EAA foram preparados a partir de solugdes padrdo de 1000 mg cromiol ™, 1000
MY caamiol ¥, 1000 Mg chumbol ™. O suporte foi caracterizado por adsorcdo de N (77 K), com um
ASAP Micromeriticcs 2001, de modo a quantificar a area superficial, distribuicdo do tamanho
dos poros e porosidade. O tratamento da superficie do carvdo consiste em lavar o carvédo
activado granular (GAC) durante 1 H a 90°C, com uma solu¢do 1M HNO3; ou 1M H;0,, de
modo a desenvolver diferentes grupos funcionais na superficie do carvédo, apos tratamento
térmico em atmosfera N,. A identificacdo dos grupos funcionais foi feita por FTIR, TPD e
XPS. A Universidade Nova de Lisboa, Departamento de Quimica, fez a caracterizagdo o
tratamento a superficie dos carvdes bem como a sua caracterizacdo. Para os estudos da
remoc¢do de cromio na presenca de compostos organicos foi utilizado carvdo activado sem
tratamento superficial.

Métodos

Todos os ensaios experimentais foram efectuados em duplicado. O GAC foi colocado num
Erlenmeyer de 250 ml com 150 ml de &gua destilada e posteriormente esterilizado de modo a
retirar o ar dos poros. Apos esterilizacdo foi colocado nas colunas (didametro interno = 0,9 cm,
altura = 30 cm) e estas foram utilizadas para estudos em sistema aberto, parcialmente cheias
com GAC (6 g) com uma area especifica de Langmuir de 1270 m?g™ e tamanho médio dos
poros de 20 nm. A cultura de microrganismos e o meio nutritivo foram bombeados através da
colunas de modo a desenvolver um biofilme. Foram usados dois meios de crescimento
diferentes, com diferentes concentracOes de peptona, para fazer crescer o biofilme durante 3
dias, com o objectivo de optimizar a adesdo do biofilme ao suporte. A observacdo do
crescimento do biofilme foi efectuada a olho nu. Apds este periodo de tempo as colunas
foram lavadas e deu-se inicio a passagem de das solu¢cbes com um caudal de 10 ml/min. Ao
longo do tempo foram tiradas amostras (5 ml), estas foram centrifugadas e analisadas por
espectrofotometria de absorcdo atomica (caso dos metais pesados) ou por espectrofotometria
(caso dos compostos organicos). No fim de cada ensaio fez-se o plagueamento em meio de
cultivo com agar de modo a avaliar a actividade metabdlica dos microrganismos.

Resultados e Discussao

Solugdes de metal

De um modo geral a remoc¢do de metais pesados é rapida e apresenta melhores resultados
durante a primeira hora do ensaio experimental. A remocdo de crémio, cadmio, chumbo e
ferro das respectivas solucfes segue uma cinética tipica de biossor¢cdo com duas etapas bem
distintas: uma réapida acumulacdo inicial que é descrita como sendo independente do
metabolismo celular e da temperatura, biossor¢do propriamente dita, e um segundo passo
dependente do metabolismo celular, muito mais lento. Para ambos os suportes utilizados
(Figura 1) verificam-se melhores resultados para as mais baixas concentragfes de metal.
Verificou-se uma melhor adesdo dos microrganismos no carvao tratado com HNO3z o que
poderia induzir a um melhor comportamento por parte deste sistema biossorvente. Tal relagdo
ndo ficou totalmente demonstrada.
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Figura 1- Variacdo da concentracdo normalizada de metal em funcdo do tempo para as varias
concentrages iniciais estudadas. Com o suporte GAC-HNO3: a)cromio, c)cadmio, €)chumbo,
g)ferro. Com o suporte GAC-H,0,: b)crémio, d)cadmio, f)chumbo e h)ferro
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Os piores resultados de remogdo foram obtidos com o metal cadmio, concluindo-se que este
metal exerce um efeito toxico sobre as bactérias. O melhor comportamento global verificado
para o chumbo e o ferro poderé ser justificado com a possivel maior afinidade destes metais
para com os sitios de ligacdo a bactéria. Esta maior afinidade podera estar relacionada com a
atraccdo exercida pela carga negativa das células bacterianas sobre os catides ferro e chumbo.
O elevado peso atomico do chumbo e o relativamente pequeno raio ionico do ferro
contribuem para o seu melhor desempenho.

Solugdes mistas de metal e composto organico

Verifica-se que para as combinacdes testadas- crémio/fenol, cromio/clorofenol e
cromio/ortocresol, a remogdo do metal é ligeiramente afectada pela presenca do composto
organico (Figura 2). No entanto, a fixacdo dos iBes metalicos seguird outro mecanismo
diferente do descritivo da remocao do composto organico com eventual concurso a diferentes
centros activos, pois o impacto do organico na curva de breakthrough do metal é pouco
significativo. Da observacdo da Figura 2, podera afirmar-se que os melhores resultados foram
obtidos com o clorofenol, seguido do fenol e do ortocresol, ndo sendo no entanto
significativas as diferencas entre eles.

Variagcédo da concentragdo crémio na presenga de compostos quimicos
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Figura 2- Estudo comparativo da evolucdo da concentracdo normalizada de cromio ao longo
do tempo na presenca de compostos orgénicos e na auséncia dos mesmos, para uma
concentracdo inicial de crémio de 50 mg/l e uma concentracdo de 60 mg/l de composto
organico.

Na figura 3 esta representada a variacdo da concentracdo de fenol, clorofenol e ortocresol a
diferentes concentracfes iniciais de cromio. Para o ortocresol verifica-se, como seria de
esperar, que a acumulacdo de composto organico diminui com o aumento da concentracdo de
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cromio, para o fenol e clorofenol a concentragdo mantém-se aproximadamente constante, pelo
que se conclui que a remocéo destas substancias ndo € afectada pela presenca de cromio.
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Figura 3- Estudo comparativo da evolugdo da concentracdo normalizada de clorofenol, orto-
cresol e fenol na presenca de cromio a diferentes concentragdes iniciais.

Conclusoes

Ficou demonstrado que um sistema constituido por um biofilme de Arthrobacter viscosus
suportado em carvdo activado granular apresenta as condi¢cdes necessarias para remover
metais pesados de solucdes diluidas. Os melhores resultados foram obtidos durante a primeira
hora de funcionamento e para as solu¢es mais diluidas. O metal cAdmio apresenta um forte
efeito xenobidtico sobre o biofilme, enquanto os metais chumbo e ferro permitem obter bons
resultados como resultado da afinidade entre a carga cationica do metal e a carga anidénica da
bactéria, do elevado peso atdbmico do chumbo e do reduzido raio ionico do ferro. Verifica-se
que a remocao de cromio é pouco afectada pela presenca compostos organicos. A remocao de
fenol e de clorofenol ndo parece ser afectada pela presenca de cromio.
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