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RESUMO

A biorremediagao tem sido vista como um método promissor para a remocao de metais
pesados em efluentes contaminados. Com o uso de diversos microrganismos,
pesquisadores afirmam a eficiéncia desses para o tratamento de efluentes, os quais
garantem a redu¢ao de custos e o aumento da sustentabilidade em relagdo aos processos
convencionais. Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a potencialidade
das bactérias purpuras ndo sulfurosas Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum
na remog¢ao de cromo hexavalente e total, cAdmio e chumbo, na produ¢do de pigmentos,
bacterioclorofila e carotenoides, e na produgdo de biomassa. Um planejamento composto
central foi proposto e analisado para a obtencdo dos modelos descrevendo o
comportamento das variaveis dependentes (concentracdo inicial de cromo, cadmio e
chumbo) e independentes (remog¢do de cromo, cadmio e chumbo). Em seguida, as
bactérias, Rhodobacter capsulatus, Rhodospirillum rubrum associadas (co-cultura),
foram inoculadas em erlenmeyers de 500 mL na presenca de efluente sintético constituido
pelo meio RCV acrescido de metais pesados com concentracdes iniciais de 20 mg/L de
cromo (VI), 10 mg/L de cddmio e 10 mg/L de chumbo — condi¢do 6tima encontrada pelo
planejamento experimental 2° - sob condi¢des de anaerobiose, intensidade luminosa de
5760 lux e tempo de duragao do tratamento bioldgico de 216 horas. Para a co-cultura, as
maximas remog¢des dos metais foram de 83,2 % para o cromo total, 30,1 % para o cddmio
e 80,2 % para o chumbo. Observou-se que apds 216 horas a biomassa bacteriana sofreu
um acréscimo de 68% em relagdo ao valor inicial da concentracdo celular de 1,0 g/L.
Avaliando-se os teores de bacterioclorofila a, observou-se acréscimo de 44%. Por fim,
para os teores iniciais e finais de carotenoides a obtidos, observou-se um aumento de 49%
para a co-cultura nos experimentos contendo as concentragdes iniciais de metais na

condicdo do ponto central.

Palavras-chave: Biorremedia¢ao; cromo hexavalente; cadmio; chumbo; bactérias

purpuras nao sulfurosas;
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ABSTRACT

Bioremediation has been seen as a promising method for removing heavy metals in
contaminated effluents. Using different microorganisms, researchers affirm its efficiency
for the treatment of effluents, which guarantees the reduction of costs and the increase of
sustainability concerning conventional processes. In this context, this study aimed to
evaluate the potential of purple non-sulfur bacteria Rhodobacter capsulatus and
Rhodospirillum rubrum to remove hexavalent chromium, total chromium, cadmium, and
lead. In addition, pigments (bacteriochlorophyll and carotenoids) production and biomass
increments. A composite central design was proposed and analyzed to obtain models
describing the behavior of the dependent variables (initial concentration of chromium,
cadmium, and lead) and independent variables (chromium, cadmium, and lead removal).
Then, the co-culture (R.capsulatus: R. rubrum), were inoculated in 500 mL Erlenmeyer
flasks in the presence of a synthetic effluent consisting of RCV medium plus heavy metals
with initial concentrations of 20 mg/L of chromium (VI), 10 mg/L of cadmium and 10
mg /L of lead — an optimal condition found by the experimental design 2° - under
anaerobic conditions, the light intensity of 5760 lux and biological treatment duration of
216 hours. For the co-culture, the maximum removals were 83.2 % for total chromium,
30.1 % for cadmium, and 80.2 % for lead. After 216 hours the bacterial biomass increased
by 68 % about the initial value of the cell concentration of 1.0 g/L. Evaluating the levels
of bacteriochlorophyll a, an increase of 44% was observed. Finally, for the initial and
final levels of carotenoids a obtained, an increase of 49% was observed for the co-culture
in the experiments containing the initial concentrations of metals in the optimal condition

found.

Keywords: Bioremediation; hexavalent chromium; cadmium; lead; purple non-sulfur

bacteria;
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

A polui¢do ambiental possui efeitos avassaladores ao meio ambiente e aos seres
humanos, sendo sua principal causa o desenvolvimento industrial e urbano ndo planejado,
que negligencia a importdncia de um meio ambiente saudavel. Tais atividades
aumentaram fortemente os niveis de polui¢do por metais pesados, o que perturba o
equilibrio ecoldgico (WANG et al., 2018; ABARIKWU et al., 2017; POSTHUMA et al.,
2019).

Diversos metais pesados toxicos, como cromo (Cr), cadmio (Cd), zinco (Zn),
cobre (Cu), niquel (Ni), chumbo (Pb), mercurio (Hg) etc sdo constantemente utilizados
em processos industriais que acabam contaminando o ecossistema (JAISHANKAR et al.,
2014).

Estudos em todo o mundo relatam que os metais pesados estao presentes no meio
ambiente acima dos valores definidos por varias agéncias de monitoramento ambiental.
A poluicdo por metais pesados no meio ambiente tem aumentado cada vez mais,
ocasionando consequentemente uma maior exposi¢ao dos seres vivos. A natureza nao
degradavel desses tipos de metais torna-os uma ameaga potencial ao ser vivo. Esses
metais tendem a circular dentro do ecossistema e bioacumular em varios niveis troficos.
O metal pesado ao entrar em seres vivos através do ar, agua ou comida pode ter efeitos
letais (YAASHIKAA et al., 2019a; XU et al., 2018; MAJUMDER et al., 2017).

Dentre os metais pesados que possuem um alto nivel de toxicidade, pode-se dar
destaque ao cromo que ¢ considerado um metal essencial envolvido no metabolismo da
glicose em humanos e animais. Contudo, sua forma hexavalente ¢ muito toxica,
possuindo propriedades carcinogénicas e mutagénicas (RAHMATY et al, 2011;
MCNEILL et al. 2012). A forma trivalente ¢ essencial ao metabolismo humano, sendo
sua caréncia causadora de doencas (BATISTA; FREIRE, 2010).

Outros metais pesados que também estdo na lista de prejudiciais aos seres vivos
sd0 o cadmio e o chumbo. Segundo a Agéncia de Controle de Substancias Toxicas e
Registro de Doencas dos EUA (ATSDR, 2019), o cadmio ocupa a sétima posi¢do na lista
de substancias perigosas aos seres humanos, portanto ¢ considerado um dos metais mais
ecotoxicos, que apresentam efeitos adversos sobre todos os processos biologicos dos seres
humanos, animais e plantas (GUYTON; HALL, 2006). O chumbo também ¢ considerado
um dos metais mais perigosos devido a sua severidade toxica. E classicamente uma

substancia acumulativa cronica, sendo que dos vdarios Orgdos afetados, o grande
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prejudicado € o sistema nervoso central, podendo levar a morte dependendo da
concentracao no sangue (ATSDR, 2019).

A redugdo da toxicidade de metais pesados ¢ um grande desafio para todos os
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Muitas bactérias de ocorréncia natural
foram encontradas intimamente associadas ao processo de biorremediagdo, que remove
metais pesados do ambiente e, assim, reduz a toxicidade. Devido a alta natureza
adaptativa e mecanismo celular, as bactérias podem tolerar e absorver diferentes tipos de
metais pesados (NIES 1999; FIGUEIRA et al. 2005).

Assim, em comparacdo com os métodos de tratamento convencionais, a
biossor¢do tem varias vantagens que incluem alta eficiéncia de remocao, capacidade de
regeneracdo, baixo custo e probabilidade de recuperag@o de metal. A biossor¢ao envolve
materiais biologicos que sao usados para formar complexos com metais pesados usando
seus ligantes ou grupos funcionais (KRISHNANI et al., 2008). A alta relagdao area de
superficie para volume demonstrada pelos microrganismos fornece uma grande interface
de contato que permite uma maior interacdo entre os metais € o ambiente circundante
(ZOUBOULIS et al., 2004).

A utilizagdo de microrganismos na remediacdo de metais pesados € um campo
popular devido a varias caracteristicas atrativas das bactérias, como tamanho pequeno e
capacidade de crescer sob condi¢des controladas (MOHAN et al., 2006). Neste contexto,
o estudo teve o intuito de estudar a biorremediacao de efluentes contendo metais pesados
como cromo, cddmio e chumbo por meio do uso das bactérias fototréficas, Rhodobacter
capsulatus e Rhodospirillum rubrum, analisando a capacidade de remocao dos metais
pelas bactérias, o comportamento metabdlico, o crescimento celular e sintese de

pigmentos.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a biorremediacao de efluente contendo
cromo hexavalente, cadmio e chumbo, utilizando para tal as bactérias fototroficas
Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum isoladamente e associadas na

proporg¢ao de 1:1 (co-cultura).

2.1.1 Objetivos Especificos

Destacaram-se como objetivos especificos deste estudo:

e Avaliar o potencial de uso das bactérias fototroficas isoladas e associadas, para a
recuperac¢ao do efluente sintético contendo metais pesados;

e Determinar a cinética de crescimento celular e a sintese de pigmentos;

e Obter a eficiéncia de remocdo de cromo hexavalente, cromo total, cadmio e
chumbo nos sistemas fotofermentativos utilizados;

e Verificar pelo planejamento experimental qual a condi¢ao 6tima para recuperagao
dos efluentes contaminados contendo os metais cromo, cadmio e chumbo pela

associacao das bactérias purpuras ndo sulfurosas;
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CAPITULO 3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Poluicao hidrica por Metais Pesados

O crescimento da atividade industrial tem gerado grandes consequéncias, sendo
uma delas o aumento da quantidade de efluentes contaminados no meio ambiente. Esses
efluentes sdo muitas vezes descartados em corpos hidricos, os quais sdo afetados

diretamente e negativamente.

Figura 3.1. Representacao das principais industrias causadoras de poluicao ambiental

por metais toxicos.

Metalurgia Indastria téxtil
Metai : ;
Mineragéo Pe:azlcfs Slderurgla
Indistria de
Galvanoplastia pesticidas

Como mostrado na Figura 3.1, processos como a metalurgia, a mineragdo, o
tratamento de superficies metalicas na galvanoplastia, a aplicacdo de pesticidas e
fertilizantes em abundancia estdo entre os principais causadores de poluicdo ambiental
por metais toxicos (BRAVO, 2018).

Produtos quimicos perigosos, especialmente os que possuem metais pesados
como arsénio (As), chumbo (Pb), zinco (Zn), selénio (Se), cobalto (Co), cromo (Cr),
niquel (Ni), mercurio (Hg), cddmio (Cd), cobre (Cu) e magnésio (Mn), sao langados nos
corpos hidricos diariamente € mesmo em pequenas concentragdoes, geram riscos a0 meio
ambiente e a vida humana devido ao aciimulo e presenca persistente nas cadeias
alimentares, ingestao direta e absorcao pelas plantas (EL-SHEIKH; ALSHAMALY, 2020;
ENGWA et al., 2019; RIGBY; SMITH, 2020).
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3.2 Metais Pesados
3.2.1 Caracteristicas Gerais

Os metais sdo caracterizados como elementos que tém a capacidade de conduzir
eletricidade, sao brilhantes, t€m maleabilidade e ductilidade, podem formar cations e
formar 6xidos alcalinos. Dentre os 35 metais naturais existentes, 23 possuem alta
densidade especifica, acima de 5 g/cm?, sendo assim definidos como metais pesados com
numeros atomicos entre 22-34 ¢ 40-52 (DUFFUS, 2002; ZORODDU et al., 2019). Os
metais pesados sdo toxicos, afetam os organismos que entram em contato com esses, nao
sao biodegradaveis na natureza e possuem a capacidade de alterar os sistemas enzimaticos
e genéticos. Eles também sdo cancerigenos por natureza, ou seja, causam cancer
(KUMAR; SAWHNEY; LAL, 2021).

No meio ambiente, os metais pesados sdo naturais, geogénicos, litogénicos ou
antropogénicos. Esses metais, quando encontrados por fontes naturais, possuem energias
de ligagdo mais altas em relagdo aos de fontes antropogénicas. Os processos naturais
como erosdes, erupgdes vulcanicas, cometas e intemperismo de minerais sdo alguns
exemplos conhecidos por provocarem a presenca desses metais no ecossistema (PUJARI;
KAPOOR, 2021).

Na crosta terrestre, esses metais estdo presentes em minérios que sao recuperados
durante as atividades de mineragdo como minerais. Os metais pesados que geralmente
sao liberados desses minérios durante essas atividades, acabam se espalhando no meio
ambiente, sendo assim transportados pelos solos, corpos hidricos e pelo ar para outras
arecas (KRISHNA; MOHAN, 2016).

Metais como magnésio (Mg), niquel (Ni), cromo (Cr**), cobre (Cu), calcio (Ca),
manganés (Mn), sédio (Na) e zinco (Zn) sdo elementos, os quais em pequenas
quantidades, sdo considerados vitais para o bom funcionamento dos seres vivos. Ja os
metais pesados como aluminio (Al), chumbo (Pb), cadmio (Cd), cromo (Cr®") ouro (Au),
mercurio (Hg) e prata (Ag) sdo tdxicos e ndo essenciais para esses seres (LAKHERWAL,
2014; IGIRI et al., 2018; SIDDIQUEE et. al, 2015).

As propriedades toxicas dos metais pesados permitem com que esses interajam
com proteinas nucleares e DNA, fazendo que macromoléculas bioldgicas dos seres vivos
se deteriorem oxidativamente. Alguns metais podem produzir radicais reativos que

resultam em danos ao DNA, peroxidagdo lipidica, entre outros. Os efeitos adversos
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toxicos do metal incluem neurotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (BRIFFA

et al., 2020).

Assim, um mesmo metal (dependendo da concentragdo) pode ser necessario ou

prejudicial, sendo seus efeitos fisiologicos dependentes da dosagem no organismo. Por

1sso € possivel encontrar elementos os quais ndo sao considerados toxicos, mais que em

altas concentracdes causam doencas e elementos que sdo toxicos, porém em

concentragdes muito baixas nos seres vivos, sdo essenciais para esses (KUMAR et al.,

2021).

Baseando-se em sua concentragdo no corpo humano, os elementos

classificados em trés grupos, conforme descrito no Quadro 3.1.

Quadro 3.1. Classificacao dos elementos no corpo humano com base em sua

concentracao.

Macroelementos

Concentragdo no organismo ¢ superior a 0,01%

Incluem hidrogénio, carbono, nitrogé€nio, oxigénio, célcio,

potassio, fosforo, enxofre, sodio, cloro e magnésio

Encontrados no corpo em g a kg

Elementos-traco

Concentragdo no organismo varia de 0,00001% a 0,01%

Incluem ferro, cobre, zinco, fltior, estroncio, molibdénio,
bromo, silicio, césio, iodo, manganés, boro, aluminio,

chumbo, cadmio e rubidio

Encontrados no corpoem mg a g

Concentrag¢do no organismo ¢ inferior a 0,000001%

Incluem selénio, titdnio, cromo, cobalto, vanadio, arsénico,

Elementos- niquel, litio, bario, prata, estanho, berilio, galio, germanio,
ultratracos mercurio, escandio, zirconio, bismuto, antimonio, uranio,
torio e rénio
Encontrados no corpo em pg a mg
Fonte: KUMAR et al., 2021.
3.2.2 Cromo

O cromo entra no ecossistema por meio de fontes naturais ou antropogénicas e €

reciclado pelo ciclo geoquimico para equilibrar seus niveis no meio ambiente
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(PUSHKAR et al., 2021). Esse metal ¢ o vigésimo primeiro elemento mais abundante na
crosta terrestre, pertence ao grupo VI-B da tabela periddica e ¢ conhecido como um
elemento de transicdo. Devido a sua natureza altamente oxidante, o cromo costuma ser
encontrado em combinag¢do com o oxigénio (O) e o fluor (F) (KANAGARAJ; ELANGO,
2019; MATHUR; KALAJI; JAJOO, 2016; KUMAR et al., 2021). A Quadro 3.2 mostra

as principais propriedades e utilizagdes do cromo.

Quadro 3.2. Propriedades e usos do cromo.

Densidade: 7,15 g/cm’

21° elemento mais abundante na superficie da

Terra

Extraido como um minério de cromita

conhecido como chumbo vermelho siberiano

Propriedades Duro

Brilhante, cinza-ago

Metal ativo

Reage com a maioria dos acidos

Forma uma camada de 6xido de cromo (III)

tornando o metal menos corrosivo

Ligas

Ceramicas metalicas

Galvanoplastia

Curtimento de couro
Usos

Fabricacao de rubis sintéticos

Tintas

Os sais de cromo sdo usados para colorir o

vidro verde

Frutas e legumes

Leveduras

Fonte alimentar Carnes

Marisco

Graos

Fonte: Adaptado de BRIFFA et al., 2020.



18

Dentre as vérias espécies desse elemento, estio o cromo hexavalente (Cr™®) e o
trivalente (Cr™), sendo esses predominantes na natureza, pois sdo mais estaveis do que
as outras espécies do metal (MONALISA; KUMAR, 2013). O cromo trivalente (Cr*) é
menos toxico e ¢ considerado um oligoelemento essencial necessario para glicose,
lipidios e metabolismo de aminoacidos. J4 o cromo hexavalente (Cr*®) é mais toxico e
interage com as biomoléculas presentes no citoplasma da célula, permeando-se
rapidamente na membrana bioldgica do organismo. Essa espécie, em condi¢des 4cidas,
estd presente na forma de dicromato (Cr.0>”) enquanto em condi¢des alcalinas é
encontrado principalmente como cromato (CrO™#) (BHARAGAVA; MISHRA, 2018; MA
et al., 2019; SRINATH et al., 2002).

3.2.2.1 Toxicidade do Cromo

O cromo hexavalente (Cr®") foi designado pela Agéncia de Prote¢io Ambiental
dos EUA (USEPA) como um dos principais poluentes entre os metais (BHARAGAVA;
MISHRA, 2018). As propriedades mutagénicas e cancerigenas do cromo permitem que o
elemento receba o titulo de carcinogénico humano do Grupo A pela Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer (IARC).

O cromo hexavalente (Cr™®) pode ser reduzido para cromo pentavalente (Cr®),
tetravalente (Cr™) ou trivalente (Cr™). O cromo hexavalente tem o carater mais toxico,
pois pela alta solubilidade, atravessa a membrana celular com mais facilidade e assim
afeta diretamente o DNA, enquanto o cromo trivalente acumula ao redor da célula
alterando sua morfologia e danificando sua estrutura o que causa a interrup¢ao da fungao
celular. A dose letal (DL50 - dose necessaria de uma dada substancia ou tipo de radiagao
para matar 50% de uma populagio em teste) de Cr*® por ingestdo oral em ratos, varia de
50 a 100 mg/kg, valor menor quando comparado ao DL50 de Cr** entre 1900 e 3300
mg/kg (VENDRUSCOLO et al., 2017; WANG et al., 2017).

O cromo hexavalente (Cr'®), quando inalado em altas concentragdes, pode causar
reacdes alérgicas, irritacdo no revestimento do nariz e Ulceras nasais. Outras doencas
geradas por esse metal sdo anemia, tlceras no intestino delgado e no estdbmago, danos no
sistema reprodutor masculino, problemas cardiovasculares, respiratorios, hematoldgicos,
renais, hepaticos e em casos mais graves morte do organismo (BALALI-MOOD et al.,

2021; DENG et al., 2019; SHEKHAWAT et al., 2015).
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Na Quadro 3.3, sdo expostos alguns dos efeitos causados pela inalagdo, contato

ou ingestdo de cromo hexavalente por humanos.

Quadro 3.3. Efeitos causados pelo cromo hexavalente no organismo.

Efeitos do cromo hexavalente (VI) sobre humanos

Ulcera gastrointestinal

Nauseas e vOomitos

Febre

Diarreia

Ingestao oral Vertigem

Nefrite toxica

Danos no figado

Coma

Morte (geralmente em 1-3g)

Dermatite de contato alérgica e eczema

Gengivite

Irritagdo das membranas mucosas

Bronquite
Inalacio Doenga hepatica e renal
ou contato repetido com a pele N
Sinusite
Pneumonia

Cancer de pulmao

Furos cromados, principalmente nos

antebracos, maos, dedos e nariz

Fonte: Adaptado de BRIFFA et al., 2020.



20

3.2.3 Cadmio

O cadmio (Cd) pode ser encontrado naturalmente no solo € em minerais como
sulfeto, sulfato, carbonato, cloreto e sais de hidroxido, bem como na agua. Sua presenca
nos corpos hidricos ¢ elevada, devido a diversas atividades antropogénicas (mineracao,
emissao de residuos, aplicacao de fertilizantes) responsaveis pelo depdsito do metal no
meio ambiente (YANG et al., 2018). A Figura 3.2 mostra a distribuicdo dos produtos

fabricados com o cddmio pelas industrias.

Figura 3.2. Produtos de consumo do cadmio.

@ Baterias (83%)
® Pigmentos (8%)

Revestimento e chapeamentos (7%)
@ Estabilizantes para plasticos (1,2%)

Ligas nao ferrosas, dispositivos
fotovoltaicos e outros (0,8%)

Fonte: ATSDR, 2012.

Por ser considerado toxico, o cadmio pode causar sérios riscos a saide humana. E
um elemento ndo essencial e prejudicial ao homem e ao meio ambiente. Desde o
surgimento da doenca [tai-itai, na qual centenas de pessoas foram envenenadas por
cadmio no Japdo em 1912, a toxicidade do cadmio gerou grande aten¢do do publico,
governos e cientistas (LIU et al., 2015).

O tempo de meia-vida biologica desse metal ¢ cerca de 5 a 30 anos. Os seres
humanos que sdo expostos ao cadmio, podem sofrer danos no figado, rins, ossos e
testiculos, os quais sdo considerados mais sensiveis (KHAN et al., 2019; WANG et al.,
2021; XIE et al., 2021).

No Quadro 3.4 encontram-se as propriedades e usos do cadmio mais importantes.
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Quadro 3.4. Propriedades e usos do cadmio.

Densidade: 8,69 g/cm?

64° metal mais abundante

Encontrado frequentemente em combinagao

Propriedades com zinco

O unico mineral encontrado é Greenockite,

que ¢ composto de cadmio e enxofre

Metal prateado com tom azulado

Fertilizante fosfatado

Pesticidas

Baterias de niquel-cadmio

Usos Pigmentagdo de vidraria

Revestimento resistente a corrosao

Estabilizador na producdo de plastico

Reatores nucleares

Marisco, mexilhoes

Algas secas

Fonte de alimento Cogumelos

Figado

Camaroes

Fonte: Adaptado de BRIFFA et al., 2020.

3.2.3.1 Toxicidade do cadmio

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classificou o Cd em
carcindgenos do grupo 1 (ANDJELKOVIC et al., 2019).

A exposicao prolongada ou repetida de cadmio para os seres humanos pode causar
danos nos testiculos, disturbios no figado, nos rins, sistema respiratdrio ¢ pulmoes
(KUMAR et al., 2021). Os mecanismos moleculares de toxicidade do Cd para o figado
sdo principalmente a inativagao de sulfidrilas, estresse oxidativo, disfun¢ao mitocondrial
e apoptose celular (HUANG et al., 2017).

Os efeitos para a saide humana devido ao caddmio sdo exacerbados, pois o

organismo nao consegue excretar grandes quantidade do metal. De fato, o cadmio ¢
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reabsorvido pelo rim, limitando assim sua excrecao. Em curto prazo, a inalagdao de cadmio
pode causar graves danos aos pulmdes e irritacdo respiratdria, enquanto sua ingestao em
doses mais altas pode causar irritagdo estomacal resultando em vOomitos e diarreia. A
exposicao prolongada ao cadmio leva a sua deposi¢@o nos ossos e pulmoes (BERNARD
et al., 2008; ENGWA et al., 2019). A Figura 3.3 representa um esquema dos efeitos

causados pela entrada de cadmio no corpo humano.

Figura 3.3. Representacdo esquematica da ingestao e inalagdo de cddmio no corpo
humano.

1 a 10% de cadmio entra
pelo trato digestivo

’1 Ingestao

Inalacao
5 a 50% do cadmio

entra no corpo pelos
pulmdes

A maior parte de '

cadmio que entra no
COrpo permanece nos

rins e no figado ‘ ﬁ

Pequenas quantidades
de Cd sao excretadas na
urina e nas fezes

Portanto, altas concentragdes desse metal pode sobrecarregar a capacidade dos
orgaos do corpo humano e dos animais de realizarem suas fungdes normalmente, sendo
considerado um metal altamente nocivo a satide e nao essencial, o qual deve ser
descartado no ecossistema de forma segura e regulamentada para que nao haja futuros

transtornos no meio ambiente (ATSDR et al., 2012).
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3.2.4 Chumbo

O chumbo ¢ caracterizado como um metal pesado, toxico, com alta maleabilidade,
ductilidade, baixo ponto de fusdo, possuindo uma ampla gama de aplicacdes na industria,
agricultura e uso doméstico. Esse elemento consiste em um metal pesado nao
biodegradavel, sendo um dos principais poluentes responsaveis pela polui¢ao do solo, da
agua e da atmosfera, prejudicial a vida aquatica e humana mesmo em baixa concentragao
(BLANCO et al., 2021; DASHARATHY et al., 2022).

O chumbo pode reagir com acidos e bases formando, geralmente, ligacdes
covalentes. A maioria de seus compostos sao encontrados nos estados de oxidacao +2,
comum entre os membros mais leves de carbono. Com o carbono, o chumbo forma
compostos organicos de chumbo, os quais possuem certa limitagdo devido aos efeitos
toxicos desses (ABDULLA, 2020).

Esse metal ¢ amplamente utilizado como material inerte e em ligas.
Aproximadamente 70% do chumbo usado como liga em baterias de armazenamento ¢é
recuperado e reciclado. Para ferro e ago, pigmentos de chumbo sdo comumente usados
como tintas antiferrugem. O Pb3O4 ¢ mais comumente usado como primer, mas o
CaxPbOy4 ¢ particularmente usado para aco galvanizado. O cromato de chumbo, PbCrOs4,
¢ amplamente utilizado como ingrediente em muitas tintas verdes e plasticos coloridos
(KUMAR et al., 2021). A seguir, o Quadro 3.5 exibe quais sdo as propriedades e

utilizagdes do chumbo.

Quadro 3.5. Propriedades e usos do chumbo.

Densidade: 11,3 g/cm?

37° metal mais abundante

Encontrado em um minério conhecido como
galena, que ¢ composto de sulfeto de chumbo

e pode ser combinado com prata, zinco e cobre

Propriedades .
Metal cinza prateado fosco

Macio

Toxico

Facilmente trabalhado

Nao biodegradéavel
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Tinturas de cabelo

Esmaltes de chumbo de ceramica

Inseticidas

Baterias de chumbo-acido em carros

Folhas de tela de computador para proteger da

radiacao

Munigdes e projéteis

Usos Vidro de cristal de chumbo

Cobertura de cabos

Equipamentos esportivos

Cintos de peso para mergulhadores

Recipiente para liquidos corrosivos

Em edificios para coberturas

Vitrais

Tubula¢ao de chumbo

Graos

Frutos do mar

Carne vermelha

Vinho

Fonte alimentar

Refrigerantes

Frutas e legumes

Fonte: Adaptado de BRIFFA et al., 2020.

3.2.4.1 Toxicidade do chumbo

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer e a Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) distinguiram os compostos inorganicos de
chumbo no grupo 2A (provaveis carcindogenos humanos). A Diretiva da Comunidade
Europeia e a Organizagdo Mundial da Satide estabeleceram os limites maximos aceitaveis
de chumbo na dgua da torneira como 10 pg/L (ABDULLA, 2020; CHOWDHURY et al.,
2022).

O chumbo, quando presentes em altas concentragcdes no corpo humano, pode

causar efeitos nocivos ao sistema nervoso, cérebro e rins. Em casos leves, perda de
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apetite, insOnia, inquietacao e problemas gastrointestinais sdo observados (KUMAR et
al., 2021). A intoxicacdo por chumbo estd principalmente relacionada ao trato
gastrointestinal e ao sistema nervoso central em criangas e adultos, podendo ser aguda ou
cronica (MARTIN; GRISWOLD, 2009; ENGWA et al., 2019).

Segundo o perfil toxicologico para o chumbo fornecido pela Agéncia de
Substancias Toxicas e Registro de Doencas (ATSDR), diversos efeitos sdo causados pela

exposic¢do do corpo humano ao metal, conforme exibe a Figura 3.4 (ATSDR, 2019).

Figura 3.4. Efeitos causados pela exposi¢ao ao chumbo.

Efeitos
Respiratorios

Efeitos
Endécrinos

Efeitos Efeitos
Oculares : Hepaticos

Efeitos no
estomago e
intestino

3.3 Legislacio Ambiental

Efluentes com metais pesados devem ser descartados de acordo com a legislagao
ambiental vigente para que nao haja contaminagao dos corpos hidricos e dos solos.

Dentre as legislacdes ambientais das cidades do Brasil, o Programa de
Recebimento e Monitoramento de Efluentes ndo-domésticos no Municipio de

Uberlandia-MG (PREMEND), ¢ destinado as pessoas juridicas instaladas nesse
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municipio que produzem e langam efluentes nao-domésticos no Sistema Publico de
Esgoto provido de Estagdo de Tratamento.

Ja o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) € o 6rgdo consultivo e
deliberativo do Sistema Nacional do Meio Ambiente (SISNAMA), foi instituido pela Lei
6.938/81, que dispoe sobre a Politica Nacional do Meio Ambiente, regulamentada pelo
Decreto 99.274/90. O 6rgdo estabelece normas e critérios para o licenciamento de
atividades efetiva ou potencialmente poluidoras no Brasil.

Na Tabela 3.6, estdo os valores permitidos para os metais, cromo, cadmio e
chumbo, na agua doce e nos efluentes industriais de acordo com os 6rgaos do municipio
de Uberlandia (PREMEND), do CONAMA e dos principais 0rgdos internacionais da
india (Bureau of Indian Standard) e das Nagdes Unidas (World Health Organization).

Tabela 3.6. Limites méximos permitidos de cromo, cddmio e chumbo conforme

algumas legislagoes.

Agéncias Agua Efluente Industrial
0,2 mg/L (Cd total)
0,5 mg/L (Pb total)

0,001 mg/L (Cd total)

CONAMA 0,01 mg/L (Pb total)
0,1 mg/L (Cr)
0,05 mg/ L (Cr*")
1,0 mg/ L (Cr*")
1,5 mg/L (Cd total)
1,5 mg/L (Pb total)
PREMEND -

0,5 mg/L (Cr)
5 mg/ L (Cr total)

. 0,003 mg/L (Cd total) 1,0 mg/L (Cd total)
Bureau of Indian
0,01 mg/L (Pb total) 1,0 mg/L (Pb total)
Standard (BIS)
0,05 mg/L (Cr total) 2,0 mg/L (Cr total)
0,003 mg/L (Cd total)
World Health

0,01 mg/L (Pb total) -

Organization (WHO
& ( ) 0,05 mg/L (Cr total)

De acordo com os limites estabelecidos por cada legislagao, € possivel perceber
que os valores para os metais pesados sdo baixissimos, sendo assim necessario garantir
que os efluentes descartados nos corpos hidricos e solos recebam o tratamento adequado,

de forma que o meio ambiente nao seja prejudicado com o acimulo desses elementos.
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Portanto, os topicos a seguir demonstram quais sao as formas de tratamento dos

efluentes industriais e quais sdo ideias para a redu¢do do impacto ambiental atualmente.

3.4 Recuperacio de efluentes contaminados com metais pesados

A caracteristica ndo-biodegradavel dos metais pesados e seus efeitos toxicos sao
vistos como uma ameaga para os seres vivos € para o meio ambiente que sdo diretamente
afetados. A urgéncia para a remocdo desses metais dos efluentes industriais aumenta a
cada ano e, consequentemente, diversas tecnologias estdo sendo desenvolvidas para
diminuir suas concentragdes ou elimina-los dos corpos receptores de efluentes.

Processos quimicos, fisicos e bioldgicos fornecem diversas maneiras para a
reducdo de poluentes téxicos no meio ambiente, os quais possuem propriedades
especificas, tanto quanto vantagens e desvantagens para o emprego no tratamento de

residuos contendo metais pesados.

3.4.1 Processos Convencionais: Fisicos e Quimicos

Com o avango da tecnologia, diversas combinagdes de métodos foram
desenvolvidas a fim de atingir o objetivo de uma remediacdo eficaz. Os métodos de
remediacdo de metais pesados mais globalmente aceitos e usados rotineiramente sao
adsor¢do, precipitacdo, filtracdo, troca idnica e coagulacao (EL-SHEIKH et al., 2019;
KANAMARLAPUDI et al., 2018; MURNANE et al., 2019; KAPAHI; SACHDEVA,
2019; FATHOLLAHI et al., 2021).

Processos fisico-quimicos como a precipitagdo quimica, troca idnica, adsorcao e
métodos atuais (como a eletrodialise, nanofiltragdo, entre outros) mostrados na Figura
3.5, foram desenvolvidos para remover ions de metais pesados de areas poluidas, que se
concentram na reducdo da biodisponibilidade do metal, transformando o metal pesado em
seu estado inativo (AZIMI et al., 2017; FANG et al., 2017).

A eletrodialise ¢ uma técnica de separacdo que emprega membranas ion-seletivas
como agente de separacdo. Os ions sdo transportados através das membranas ion-
seletivas, de uma solugdo para outra, por acao do campo elétrico. O campo elétrico atua
como for¢a motriz para a migragdo da espécie e pode promover ou reduzir a migragao,
remogao e recuperagdo. Essa técnica possui suas vantagens, mas também desvantagens

como grande consumo de energia e baixa seletividade (JUVE et al., 2022).
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Ja a precipitagdo quimica ¢ considerada um método simples, tornando-se um dos
mais utilizados para o tratamento de metais pesados. No entanto, esse método gera lodo
de baixa densidade, induzindo a polui¢do secundaria. A resina de troca idnica para
tratamento de metais pesados tem alta eficiéncia de remog¢do, porém a maioria das

técnicas ¢ utilizada em meio acido, limitando sua aplicacao (ZAMRI et al., 2017).

Figura 3.5. Métodos fisico-quimicos para o tratamento de efluentes com metais

pesados.

Métodos de ‘
Tratamento de

Efluentes
— Fisico-quimicos
El 4
. . N Precipitagao T
Eletroflotagao Eletrodeposi¢ao Eletrocoagulagio quimica Troca i0nica
¥
Carvao Nanotubos de Serragem de Filtragao por Processos de Nanotecnologia
ativado carbono madeira membrana fotocatalise g

Fonte: Adaptado de AZIMI et al., 2017.

Portanto, os métodos tradicionais de remediacdo de metais pesados tém varias
limitagdes, incluindo a producao de lodo quimico téxico e ndo ecologicamente correto
além da geragdo de outros produtos quimicos perigosos que, por sua vez, causam
polui¢do. Assim, o custo elevado e o problema de descarte de residuos associado a esses
métodos os tornam invidveis (VIJAYARAJ et al., 2018; ELAHI et al., 2019; YIN et al.,
2019).

Por outro lado, os métodos biolodgicos para a remediagdo de metais pesados vém
se mostrando mais apropriados, os quais envolvem o uso de mecanismos € processos
biologicos com a utilizagdo de microrganismos vivos ou mortos visando uma tecnologia

eficaz e ecologicamente sustentavel (ELAHI et al., 2019).
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3.4.2 Processos Biologicos

Processos que utilizam microrganismos para o tratamento de efluentes
contaminados com metais pesados sdo caracterizados como biologicos. Esses seres
possuem crescimento rapido e se adaptam a condi¢des adversas, os quais tém sido
amplamente utilizados em aplicacdes biotecnologicas como biosorventes.

O uso de biosorventes na remog¢do de Cr (VI), por exemplo, ¢ uma técnica
promissora quando comparada as técnicas convencionais citadas anteriormente.
Bactérias, fungos, leveduras, microalgas e cianobactérias desempenham papel importante
na biorremediagao de solos, aguas e efluentes contaminados, pois sdo ferramentas
biotecnoldgicas de baixo custo para o tratamento de grandes volumes de efluentes
(VENDRUSCOLO et al., 2017).

Esses processos bioldgicos sao utilizados para a biorremediagcdo de uma variedade
de metais pesados. Dentre eles os principais sdo a bioacumulacdo, a biossor¢do, a
fitorremediacdo e a bioaumentacdo, os quais possuem carater mais ecologico e mais
econdmicos do que os processos fisico-quimicos, devido a facil disponibilidade no meio
ambiente (CAl et al., 2019; ALAM et al., 2015; SAAVEDRA et al., 2019).

A biossor¢ao, por exemplo, ¢ um processo fisico-quimico no qual os metais
pesados sdo removidos da 4gua contaminada por troca idnica, complexacao de superficie,
quelac@o e coordenagdo de ions metalicos usando adsorventes biologicos. Em geral, a
biossorcao ¢ considerada um método de remediacao eficiente, barato ¢ ambientalmente
amigavel para remog¢ao de metais pesados de dguas contaminadas (BILAL et al., 2018;
MICHALAK et al., 2013).

Portanto, diversos microrganismos convertem formas ativas de metais pesados
para um estagio inativo (YIN et al., 2019). Algumas bactérias e microalgas sdo potenciais
biossorventes de compostos inorganicos, incluindo metais pesados, devido a sua
afinidade elevada e cinética de adsorc¢ao rapida (ASLAM et al., 2019; BILAL et al.,
2018).

3.4.2.1 Biorremedia¢io por microrganismos

A biorremediagdo depende de atividades microbianas e tem recebido atengdo
consideravel devido a sua diversidade, versatilidade e adaptabilidade ambiental.

Consequentemente, a biorremediagdo ¢ considerada uma alternativa vidvel, mais
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econOmica e ecologicamente correta quando comparada aos processos convencionais,
especialmente para o tratamento de baixas concentragdes de Cr (VI), 10 - 200 mg/L (SU
et al., 2021; TAN et al., 2020; ZHU et al., 2020).

A remediacao microbiana de ions de metais pesados ¢ realizada para minimizar
sua toxicidade ao meio ambiente e corpos aquaticos, utilizando algas ou bactérias que
captam ions metalicos através dos grupos funcionais presentes em sua superficie. Em
certos casos, os ions metalicos podem ser transformados de sua forma tdéxica para o
estagio redox inativo. Como resultado, a toxicidade pode ser eficientemente reduzida pela
biorremediacdo microbiana (UMMALYMA; SINGH, 2021).

A remocao de metais pesados do tratamento de efluentes por biossor¢ao se deve
principalmente a ocorréncia de muitos grupos funcionais nas paredes celulares de
organismos que auxiliam na absor¢do, degradacdo e neutralizagcdo de elementos toxicos
da dgua (ZERAATKAR et al., 2016). Dentre esses grupos funcionais, amina, hidroxila,
carbonila, sulfidrila e fosfonatos sdo os responsdveis pela adsor¢do dos metais nos
revestimentos viscosos de polissacarideos bacterianos. Metais como chumbo (II), cromo
(IV) e cobre (II) podem ser acumulados via grupos carboxila e amino com a ajuda do
deslocamento de protons (DOBROWOLSKI et al., 2017).

Estudos mostraram que grupos carboxila associados a substancias poliméricas
extracelulares auxiliam na ligagdo de metais pesados e o bloqueio do grupo carbonila
resultou em diminui¢do na ligacdo do metal. Durante a protonagao, o grupo amina pode
ser carregado positivamente e formar complexos metalicos que sdo carregados
negativamente. Esse grupo ¢ geralmente encontrado associado a quitina e polissacarideos
que contribuem para a adsor¢ao do metal (LIU et al., 2017; YUE et al., 2015).

Existem bactérias que possuem a habilidade de modificar o estado redox de um
metal para uma forma segura (menos inativa). Elas catalisam essa reagdo convertendo os
metais em metaloides. Assim o tratamento de efluentes contaminados com cromo, por
exemplo, consiste na modificagdo de Cr (VI) para Cr (III) por esses microrganismos, 0s
quais realizam transformagdes enzimadticas para a remediagao do metal pesado (HAN et
al., 2017).

A biomassa da bactéria Arthrobacter viscosus, foi utilizada para converter Cr (VI)
em Cr (IIT) na 4gua. Quando a concentragdo inicial de cromo foi inferior a 100 mg/L,
100% de eficiéncia de remocao foi obtida em pH altamente acido (HLIHOR et al., 2017).

A bactéria Afifella marina foi utilizada para bioremediar mercurio de efluentes, a

qual demonstrou ser resistente a esse metal (MUKKATA et al., 2019). A resisténcia ao
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arsénio em Rhodopseudomonas palustris C1 (NOOKONGBUT et al., 2020) e resisténcia
ao chumbo por Rhodobacter sphaeroides também foram relatadas nos estudos (LI et al.,
2016).

Alguns fatores sdo cruciais para uma alta eficiéncia de remocao dos metais
pesados e para o bom funcionamento do metabolismo dos microrganismos. Entre esses,
se encontram a concentragado inicial dos metais desejados para a biorremediacao, pH do
meio em que esses se encontram, temperatura, tempo de contato e concentragdo dos
biosorventes.

A concentracdo de metais pode ter cardter inibitério ou estimulante para os
microrganismos, sendo determinado pela concentra¢do de ions metélicos, suas formas
quimicas etc. J& o pH ¢ um fator muito importante, pois quando esse se encontra mais
baixo, os metais formam espécies i0nicas livres com mais protons disponiveis para saturar
os sitios de ligacao do metal e quando mais alto, a superficie do adsorvente ¢ carregada
positivamente, o que reduz a interagdo entre os cations metalicos e o adsorvente (IGIRI
et al., 2018).

Os sitios de ligagao ativos e grupos funcionais disponiveis na superficie de
biosorventes, sdo afetados pela concentragdo inicial de ions metalicos. Assim,
concentragdes mais altas de metais pesados possuem maior toxicidade para a biomassa
bacteriana viva (RATHNAYAKE et al, 2013; FASHOLA et al, 2016,
SANKARAMMAL et al., 2014).

Em um estudo de meta-analise, foram avaliadas as eficiéncias de biossor¢ao de
diferentes cepas bacterianas para Cu (II), Cd (II), Zn (II), Cr (IIT), Mn (II), Pb (II) e Ni
(IT). As eficiéncias da biomassa bacteriana para remog¢ao de metal pesado resultaram que
Cd (IT) > Cr (IIT) > Pb (II) > Zn (II) > Cu (II) > Ni (II) > Mn (IT). A méxima eficiéncia de
biossor¢ao das cepas bacterianas para Cd (II), Pb (II) e Zn (II) foi alcangcada em valores
de pH entre 6 e 7,5 e em altas temperaturas (>35 °C) as efici€ncias de remogao de Cu (II)
e Zn (II) foram reduzidas enquanto as eficiéncias de ions de Cd (II) e Cr (III) aumentaram

(FATHOLLAHI et al., 2021).

3.5 Bactérias purpuras nao sulfurosas

Capazes de biosorver metais pesados, as bactérias sdo microrganismos pequenos
que sobrevivem em condi¢des ambientais adversas e estdo abundantemente disponiveis

na natureza. Devido a sua alta taxa de multiplicagao, tempo de cultivo relativamente curto
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e cqrescimento favoraveis em espacos pequenos, esses seres sao vistos como vantajosos
para o tratamento de efluentes considerados toxicos (UMMALYMA; SINGH, 2021).

Dentre os diversos tipos de bactérias, existe uma classe que merece destaque: as
bactérias fotossintéticas, as quais sdo divididas em quatro familias principais
(BLANKENSHIP et al., 1995):

® Rhodospirillaceae (bactérias purpuras nao sulfurosas, BPNS);

o Chromatiaceae (bactérias purpuras sulfurosas, BPS);

e Chlorobiaceae (bactérias sulfurosas verdes, BSV);

o Chloroflexaceae (bactérias de enxofre verde filamentosas deslizantes,
BFV);

As bactérias fotossintéticas ndo sdo toxicas e sdo utilizadas como fertilizantes,
racdo animal e ingredientes funcionais nas industrias agricolas, alimenticias e
farmacéuticas (BLANKENSHIP et al., 1995).

Esses microrganismos sdo os primeiros procariontes com sistema primitivo de
sintese de fotoenergia na Terra. Elas tém a capacidade de crescer fototroficamente ao
invés de fotossinteticamente, sendo sua caracteristica mais notavel o uso da luz como
condutor de energia e de compostos organicos de carbono, sulfetos (como S ou S,052)
ou H> como doadores de hidrogénio para fixar CO2 ou H> como doadores de hidrogénio
para fixar CO» para fotossintese anoxigénica. Todo o processo nao requer H>O como
doador de elétrons, nem libera O, (CHEN et al., 2020; PUYOL et al., 2017).

Sao conhecidos, aproximadamente, cerca de 50 géneros de bactérias purpuras, as
quais 20 géneros pertencem a familia das BPNS.

As BPS e BPNS diferem entre si quanto ao metabolismo e filogenia. As BPS
podem realizar fotoautotrofia de forma mais eficaz em comparagdo com a
fotoheterotrofia, mas ndo podem crescer no escuro. J4 as BPNS conseguem crescer na
auséncia de luz, pois sdo capazes de realizar ambos os tipos de vias metabdlicas, ou seja,

fotoautotrofia e fotoheterotrofia (MADIGAN; JUNG, 2009).

3.5.1 Habitat Natural

As bactérias parpuras nao sulfurosas (BPNS) habitam cerca de 11% dos habitats
marinhos. Elas estdo amplamente distribuidas nos solos, lodo ativado, pantanos e regioes

costeiras (IDRIS, 2014; OVERMANN; GARCIA-PICHEL, 2006).
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Habitats considerados incomuns para essas bactérias incluem ambientes quentes,
altamente salinos, acidos e alcalinos. Além disso, fatores como quantidade de luz,
concentragdes de oxigénio, nutrientes e compostos organicos disponiveis no meio sdo

cruciais para o crescimento e desenvolvimento das BPNS.

3.5.2 Pigmentacio

As BPNS possuem pigmentos caracteristicos que sdao conhecidos como
bacterioclorofilas e carotendides. Esses pigmentos auxiliam no reconhecimento
macroscopico e na caracterizagdo desses microrganismos além de apontarem sobre as
condig¢des operacionais empregadas no cultivo (ASIF et al., 2021).

Esses dois pigmentos sdo os principais captadores de luz dessas bactérias e
desempenham um papel importante na captura e transferéncia de energia luminosa em
energia quimica para o crescimento dessas. Assim, as condi¢des de luz podem ter grandes
efeitos na producao de biomassa de BPNS, carotenoides e bacterioclorofila (CHEN et al.,
2006; ZHOU et al., 2015).

As cores desses pigmentos variam de marrom a marrom-avermelhado a vermelho
e rosa. Os tipos de bacterioclorofilas incluem a, b, ¢ e d, e cada uma tem comprimento de
onda entre 714 e 1050 nm. Os carotenoides sdo pigmentos captadores de luz que ampliam
o espectro de utilizagdo das BPNS, os quais possuem comprimento de onda entre 450 e

550 nm (HUNTER et al., 2009).

3.5.3 Variedade metabdlica

As BPNS sdo capazes de se adaptarem a diversas condig¢des para sobreviver, sendo
essa caracteristica um diferencial em relagdo as outras familias, tornando-as
metabolicamente versateis. Assim, elas conseguem atuar entre diferentes modos de
metabolismo, alternando entre fotoautotréfico a fotoheterotrofico e quimioautotrofico.
Predominantemente, elas sdo fotoheterotroficos em condi¢des anaerobicas. Nesse modo,
elas utilizam compostos organicos como doadores de elétrons na presenga de luz (ASIF
et al., 2021; PORETSKY, 2003). O Quadro 3.7 traz um resumo das caracteristicas

especificas das BPNS e de suas variabilidades metabdlicas.
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Quadro 3.7. Principais caracteristicas das bactérias ptrpuras ndo sulfurosas (BPNS).

Itens

Rhodospirillaceae (bactérias purpuras

niao sulfurosas - BPNS)

Habitats tipicos

Efluentes organicos (lagoas de residuos,
esgoto), solo, ambiente rico em substancias

organicas, pantanos e regides costeiras

pH ideal Ampla faixa, de 6,0 a 9,0
Temperatura 25 -30°C
Tipos de Bacterioclorofilas (Bchls) Bchls a,b

Metabolismo

Fotoautotrofia/ Mixotrofia/ Fotoheterotrofia/

Heterotrofia

Vias metabolicas do carbono

Ciclo de trés acidos carboxilicos (TAC)
Entner-Doudoroff (ED)
Via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)

Demanda de iluminacao-oxigénio

Luz-anaerdbio/ luz-microaerobio/ luz-

aerdbio/ escuro-aerobio/ escuro-anaerobio

Fonte de carbono

Todos os tipos de carbono organico de acido

graxo volatil molecular pequeno

Doador de hidrogénio

Todos os tipos de carbono orgénico

Doador de elétrons

Matérias inorganicas: ndo pode utilizar S;
Matérias organicas: acidos graxos de

moléculas pequenas, etanol

Utilizacao de S

Nao pode utilizar S

Sensibilidade

Sensivel ao H>S

Géneros tipicos de bactérias

Rhodospirillum, Rhodopseudomonas,

Rhodobacter

Forma e motilidade

Varetas, esféricas e moveis

Fonte: Adaptado de LU et al., 2019.

3.5.4 Rhodobacter capsulatus e Rhodospirullum rubrum

As bactérias purpuras nao sulfurosas, Rhodobacter capsulatus € Rhodospirullum

rubrum foram utilizadas no presente estudo para a remog¢ao de metais pesados.
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A Rhodobacter capsulatus € uma bactéria Gram-negativa purpura nao-sulfurosa.
Segundo Madigan & Jung (2009), a R. capsulatus, Figura 3.6, ¢ considerada versatil,
devido a sua variedade metabdlica alternando-se facilmente de acordo com seus
ambientes. Esta espécie cresce fototroficamente utilizando compostos organicos na
presenca de luz. Ela muda seu metabolismo para quimiotrofia e fermentacdo em
condigdes escuras.

No modo de crescimento fotoheterotrofico, a R. capsulatus pode converter
pequenos acidos organicos em biohidrogénio pela atividade da enzima nitrogenase
(SAGIR et al., 2018). A principal fungdo da nitrogenase é fixar o nitrogénio molecular
em amoénia e o hidrogénio é gerado como subproduto dessa reacdo. Na auséncia de
nitrogénio molecular, no entanto, a nitrogenase produz exclusivamente hidrogénio

(MCKINLAY; HARWOOD, 2010).

Figura 3.6. Células da bactéria Rhodobacter capsulatus, em vista microscopica.
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Fonte: Microbewiki, 2010.

De acordo com Munk et al. (2011), as células bacterianas da espécie
Rhodospirullum rubrum, do género Rhodospirillum, que ¢ o género da familia
Rhodospirillaceae na classe Alphaproteobacteria sdo caracterizadas como Gram-
negativa, moveis, vibriodides e curtas em forma de espiral com um tamanho de 0,8-1 pm,
conforme exibe a Figura 3.7. As colonias sao de cor purpura porque as células contém um
pigmento carotendide necessario para coletar energia luminosa para a fotossintese. Essa
bactéria ndo produz oxigénio, mas enxofre elementar como subproduto da fotossintese,
utilizando a bacterioclorofila, que permite a absor¢ao de luz em comprimentos de onda

maiores que os absorvidos pelas plantas.
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A Rhodospirullum rubrum, ¢ uma bactéria anaerobia facultativa. Sendo assim,
dependendo da presenca de oxigénio, pode sofrer fermentacdo alcodlica ou respiragdo
aerdbica. Por isso, ela pode ser encontrada em muitos ambientes aquaticos naturais, como

lagoas, lagos, riachos e agua parada (RESLEWIC et. al, 2005).

Figura 3.7. Micrografia eletronica de varredura de R. rubrum S1T gerada a partir de

uma cultura de DMS 467.
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Fonte: Munk et al, (2011).

3.5.5 Aplicacdes biotecnoldgicas e mecanismos de biorremediacio

Os microrganismos sdo capazes de remover metais pesados presentes em efluentes
por diversas maneiras. O mecanismo utilizado pelas bactérias fototroficas para a remogao
de particulas metélicas ¢ o processo de biossor¢ao e bioacumulagao. Algumas podem usar
mais de um mecanismo para a remocao de particulas metalicas. O tipo de mecanismo a
ser utilizado pelo organismo depende das propriedades do ion metalico ao qual se
apresenta no meio (TALAIEKHOZANI; REZANIA, 2017).

Em um estudo, a bactéria gram-negativa, purpura nao sulfurosa, Rhodobacter
sphaeroides, atraiu considerdvel interesse para remediacdo pois demonstrou ter
crescimento com respiracdo aerdbia ou anaerdbia e fotossintese anoxigénica ou
fermentagao (ITALIANO et al., 2012; SU et al., 2021).

Sendo assim, diversas bactérias exibem uma série de mecanismos para superar o
estresse induzido pelos metais, a fim de garantir sua sobrevivéncia. Esses mecanismos

incluem biossor¢ao, bioacumulagdo, biotransformacao, efluxo, redugdo enzimatica,
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redugdo nao enzimatica, precipitagdo, ligacdo citosélica, formagao de biofilme etc.
(BANERIJEE et al., 2019).

Dentre esses mecanismos para remog¢ao do metal pesado, a superficie celular ¢ o
primeiro local de interagao para varias moléculas presentes no entorno da célula. Também
serve como a primeira linha de defesa contra o ambiente externo e transmite sinais dentro
da célula. O envelope da célula bacteriana contém vdarias moléculas, como
lipopolissacarideos anidnicos (LPS), fosfolipidios e proteinas de membrana. Bactérias
gram-negativas podem reduzir eficientemente Cr*® extracelularmente em comparagio
com bactérias gram-positivas devido a presenga de lipopolissacarideos, lipoproteinas e
fosfolipidios na membrana externa (FAISAL; HASNAIN, 2004).

Outro mecanismo de defesa das bactérias na presenca de ambientes toxicos €
conhecido como exopolissacarideo (EPS). O exopolissacarideo ¢ composto
principalmente de proteinas e carboidratos, acidos nucleicos, lipidios, lipoproteinas,
glicoproteinas, lipopolissacarideos, fosfolipidios, 4cido urdnico e acido himico (VU et
al., 2009; CHUG et al., 2016). A proteina e o polissacarideo presentes no EPS, conforme
na Figura 3.8, atuam como um doador de elétrons durante a reducdo do Cr*® pela enzima
extracelular. O EPS imobiliza o Cr*> apés a redugiio por meio de seus grupos funcionais

carregados negativamente, como carboxil e hidroxil (YU et al., 2019).

Figura 3.8. Interacdo do Cr™/Cr*® com diferentes exopolisacarideos (EPS).
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Fonte: Adapatado de Pushkar et al. 2021.

O processo de biorredugdao em bactérias envolve a presenca da enzima redutase

do cromo, sendo que existem dois tipos: a redutase associada & membrana e a redutase
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intracelular, dependendo da localizagdo que ocorre a redugdo do cromo. A redutase
associada a membrana envolve canais de transporte de sulfato disponiveis na superficie
bacteriana, a qual é responsavel pelo transporte do ion Cr™® no citoplasma, e durante o
processo de transporte, ocorre a redugio do Cr'® em Cr* no envelope celular, conforme
a Figura 3.9 (LI et al., 2019). O tempo de redugdo do cromo aumenta com o aumento da
concentragcdo de cromo, o que pode ser devido a saturagdo da enzima (JEYASINGH;

PHILIP, 2005).

As etapas presentes na redu¢ao do cromo intracelular sdo:

e Biossor¢do de cromo na superficie celular: O Cr'® disponivel no meio ¢ adsorvido
na superficie celular bacteriana através dos grupos funcionais como alcano,
aminas, amida e outros;

e Transporte de Cr'®: o Cr'® existe na forma idnica tetraédrica CrO? que é
semelhante a Anions fisiologicamente importantes, como SO4?2 e PO42, sendo
transportado via canal SO472 e PO47%;

e Reducio de Cr'®: o Cr'® intracelular é reduzido a Cr™ por moléculas citosolicas;

e Bioacumulacio de Cr**: o Cr" reduzido sofre actimulo no citosol (KARTHIK et

al., 2017);

Figura 3.9. Etapas de assimilagdo do enxofre e redu¢do do cromo (VI) na bactéria.
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CAPITULO 4 - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo foram especificados os materiais, procedimentos e as variaveis

envolvidas para a biorremediacdo dos metais pesados, cromo, cddmio e chumbo,

utilizando as bactérias purpuras nao sulfurosas, Rhodobacter capsulatus € Rhodospirillum

rubrum. No fluxograma representado na Figura 4.1 estdo as etapas desenvolvidas no

trabalho.
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inoculo

Elaboracao

Preparo do
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Figura 4.1. Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho.
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As bactérias purpuras ndo sulfurosas, Rhodobacter capsulatus DSM 1710 e

Rhodospirillum rubrum DSM 467, foram adquiridas do banco alemdo DSMZ (German

Collection of Microorganisms and Cell Culture) e mantidas em meio basal RCV

(WEAVER etal., 1975). O meio RCV ¢ composto pelos reagentes apresentados na Tabela

4.1, enquanto os componentes da solugdo de micronutrientes encontram-se na Tabela 4.2.

Ap6s a dissolugdo dos reagentes em agua destilada, o pH do meio basal foi ajustado para

6,8 = 0,2 com NaOH (1IN) e, em seguida, esterilizado a 121 = 1 °C, a 1 kgf/cm? por 20

minutos.
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Tabela 4.1. Componentes do meio RCV.

Reagentes Concentracao (g/L)
Acido Malico - C4HOs 4,02
Fosfato de potassio monobasico - KH2PO4 0,60
Fosfato de potassio dibasico - KyHPO4 0,90
Sulfato de magnésio - MgS0O4.7H20 0,12
Cloreto de célcio - CaCl2.2H,0 0,075
Glutamato monossodico — CsHsNO4Na 1,31
EDTA sal dissodico - C10H14N2Na;05.2H,0 0,02
Tiamina 0,001
Micronutrientes ImL

Tabela 4.2. Componentes da solu¢dao de micronutrientes utilizada no meio RCV.

Reagentes Concentracgao (g/L)
Acido bérico - H3BO3 2,80
Sulfato de manganés - MnSO4.H>O 1,59
Molibdato de sodio - NaMo00O4.2H>0 0,75
Sulfato de zinco - ZnSO4.7H20 0,24
Cloreto de cobre (II) - CuCl2.2H,O 0,05

4.2 Cultivo do indculo da bactéria

As bactérias foram cultivadas em frascos reagente de 500 mL, Figura 4.2,
mantidos em cdmara de germinagdo sob temperatura de 30 + 2 °C e iluminacao de 2400
lux.

Os repiques das bactérias purpuras nao sulfurosas, R. capsulatus ¢ R. rubrum,
foram realizados no fluxo laminar a cada 10 dias. O procedimento consistiu em descartar

uma fracdo do volume do indculo e fazer a reposi¢cdo, da mesma quantidade retirada, com
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meio RCV fresco. O contetdo do frasco foi, em seguida, borbulhado com gés argénio por

3 min para conservar as c¢lulas em condigdes de anaerobiose.

Figura 4.2. BPNS, R. rubrum (direita) e R. capsulatus (esquerda) cultivadas em frascos
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reagente de 500 mL a 2400 lux.

4.3 Fonte de cromo, cadmio e chumbo

O efluente sintético dos experimentos realizados para remog¢ao dos metais pesados
utilizou como fonte de cromo hexavalente o dicromato de potéssio (K2Cr207), de cddmio
o cloreto de cadmio (CdCl2) e de chumbo o acetato de chumbo Pb(C2H30»),. Diferentes
volumes das solugdes de 1000 mg/L preparadas com os reagentes citados foram
adicionados ao meio de cultura, descrito na Tabela 4.2, para gerar os efluentes sintéticos
com as concentragdes desejadas de cada metal mantendo o pH em 6,8. O meio foi

esterilizado a uma temperatura de 121 + 1 °C, a 1 atm por 20 minutos.

4.4 Bioprocesso empregado na recuperac¢io do efluente

Para a realizagdo das fermentacdes dos experimentos com as concentragdes do
ponto central foi fixada uma concentracdo inicial de indculo das bactérias R. capsulatus,
R. rubrum e da co-cultura (1:1) de 0,5 g/L. Posteriormente, para as fermentacdes do
planejamento experimental e para a validacdo do ponto oOtimo, foi utilizada uma

concentragdo celular de 1 g/L das bactérias associadas (co-cultura).
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O inodculo da bactéria utilizado nos experimentos foi obtido apos 5 dias do
procedimento do repique. A biomassa da bactéria foi inoculada em camara de fluxo
laminar utilizando reatores batelada de 500 mL (erlenmeyers) esterilizados a uma
temperatura de 121 + 1 °C, a 1 atm por 20 minutos, sendo o volume reacional de 400 mL.
Apos a inoculagdo das células no efluente sintético contendo as concentragdes desejadas
de cromo, cadmio e chumbo, os reatores foram dispostos em estufa a temperatura de 30
+ 2°C sob iluminag¢do continua utilizando-se lampadas dimerizaveis a 5670 lux —
intensidade luminosa ideal conforme estudo realizado por Souza (2021).

Na Tabela 4.3, sdo apresentados os experimentos desenvolvidos bem como suas
respectivas condi¢des avaliadas.

Tabela 4.3. Sumarizacio dos experimentos desenvolvidos.

Experimento Avaliacao
Cinética de crescimento celular para R. rubrum, R. capsulatus e co-
! cultura
Remocao de cromo, cadmio e chumbo pela R. rubrum, R. capsulatus
? e co-cultura
3 Planejamento Composto Central (PCC) com a co-cultura
4 Remocao dos metais (condi¢dao 6tima do PCC) pela co-cultura

Os experimentos tiveram duracao de 216 horas e foram realizados em duplicata.
Além disso, para garantir a condicdo de anaerobiose nas fermentagdes foi purgado gas
argdnio durante 3 minutos apds a coleta das amostras. Na Figura 4.3, observa-se a
fotofermentagao das bactérias empregadas para a remocao dos metais, cromo, cadmio e

chumbo no efluente sintético.
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Figura 4.3. Fotofermentagao realizada com a co-cultura (R.rubrum : R. capsulatus)

inoculada no efluente sintético.
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Diariamente foram coletadas 5 mL de amostra do meio fermentescivel para a
determinagdo da concentragdo celular e para a determinacao de cromo hexavalente e nos
intervalos de 0, 72, 144 e 216 horas de experimento, as coletas consistiram em 30 mL de
amostra, as quais foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos para a andlise dos
metais presentes no meio. Ademais, para a andlise da sintese de pigmentos
(bacterioclorofila e carotenoides), foram coletadas 20 mL do meio fermentescivel no

inicio (0 horas) e no final da fermentagao (216 horas).

4.5 Metodologia Analitica

4.5.1 Determinacio do crescimento celular

A curva de calibragdo foi construida realizando-se duas etapas. A primeira
consistiu na coleta de 20 mL de amostra do indculo bacteriano e centrifugacio dessa a
8000 rpm durante 20 minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido com a mesma quantidade de agua destilada para a remog¢ao de possiveis
impurezas e sais presentes do meio. Esse procedimento de lavagem das células foi feito
duas vezes, no qual em cada uma houve a centrifugacdo da amostra para a separacao das
células do sobrenadante. Posteriormente, o sedimento foi transferido para um cadinho de
porcelana previamente calcinado em mufla a 550°C e pesado (Po). Por conseguinte, estas
capsulas foram mantidas na estufa a uma temperatura de 110 = 1 °C, até a estabilidade do

peso. Apos essa etapa, as capsulas foram destinadas a um dessecador para esfriarem e em
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seguida foram pesadas. A proxima etapa consistiu em calcinar a amostra celular em mufla
a uma temperatura de 550 + 1°C por um periodo de 30 minutos, consequentemente foram
levadas a um dessecador para seu resfriamento, sendo novamente pesadas.

Em seguida, com a massa de sélidos volateis e a partir do volume da amostra
coletada inicialmente, foi obtida a concentragao de células em g/L. Em paralelo, aliquotas
foram coletadas da mesma solu¢do mae das bactérias isoladas e foram preparadas
diferentes diluigdes (1:5; 1:7,5; 1:10; 1:12,5; 1:15 e 1:20), na qual para cada uma das
solucdes diluidas fez-se a leitura da absorbancia em Espectrofotometro de UV-Visivel da
marca Shimadzu modelo UVmini-1240 a um comprimento de onda de 660 nm (ODseo),
para R. capsulatus e R. rubrum. O mesmo procedimento foi realizado com solu¢do mae
preparada com a associagdo (1:1) das culturas R. capsulatus: R. rubrum, obtendo-se assim
com os valores as curvas de concentragao celular para as bactérias isoladas e para a co-
cultura.

Para o branco foi usado agua destilada. As curvas de calibragdo obtidas sdo

apresentadas nas equacdes 4.1 a 4.3.

Concentrago celular (%) = 0,4592 * OD4gp - 0,0281 R2=0,9969 (R.capsulatus) (4.1)
Concentragio celular (%) = 0,5397 * ODgg - 0,0133 R2=0,9988 (R.rubrum)  (4.2)

Concentragao celular £)- 0,5221 * ODg - 0,0114 R*=0,9978 (Co-cultura)  (4.3)
L

Assim, apds obtencao das curvas, a quantificacdo do crescimento celular das
bactérias foi realizada centrifugando, incialmente, a amostra desejada a 8.000 rpm por 10
minutos a fim de separar o sobrenadante das células. Apds o descarte do sobrenadante e
a lavagem com agua destilada do sedimento de bactéria formado, foi acrescentado
novamente agua destilada ao mesmo volume da solugdo inicial, com o objetivo de
adquirir uma suspensdo bacteriana. A partir dessa suspensdo, o crescimento celular foi
determinado pela anélise da absorbancia no espectrofotdmetro a um comprimento de

onda de 650 nm.
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4.5.2 Determinaciao do cromo hexavalente

A quantificagdo da concentracdo de cromo hexavalente foi determinada pelo
método colorimétrico utilizando o reagente difenilcarbazida e o wuso do
espectrofotometro, com leitura de absorbancia a 540 nm conforme a metodologia de
APHA (2005). A curva de calibragdo obtida através das diluigdes contendo concentragdes

de cromo hexavalente entre 0,1 e 1,0 (mg/L) ¢ representada na Equagao 4.4.

m
Cr (VI) (Tg) ~1,3338*0Ds,, R>=0,9992 (4.4)

4.5.3 Determinacio do cromo total, cidmio e chumbo

A quantificacdo das concentragdes de cromo total, cddmio e chumbo foi
determinada por espectrometria de absorcdo atdbmica em chama, realizada no
equipamento da marca Shimadzu, modelo AA-7000 (Figura 4.4). As curvas de calibragao
utilizadas para determinagao das concentragdes dos metais foram obtidas por meio de
diluigdes das solugdes padrdes comerciais da SpecSol de cada metal com agua
deionizada. Em seguida, as amostras que foram submetidas para leitura no equipamento
foram diluidas de acordo com o range das curvas de calibra¢ao para o cromo, cadmio e

chumbeo.

Figura 4.4. Espectrofotdmetro de Absor¢ao Atomica.
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Fonte: Autoria Propria, 2023.
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4.5.4 Determinacio do pH

As medidas de pH foram realizadas com a utilizagao do pHmetro digital PG 2.000
da marca GEHAKA. O equipamento ¢ composto por um eletrodo de vidro para medigao

de pH, o qual era previamente calibrado com solugdes tampdes pH 4 e pH 7.

4.5.5 Determinacio da bacterioclorofila

Para a quantificagdo da bacterioclorofila, uma suspensao de 20 mL de amostra foi
coletada e centrifugada a 8.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e
lavado com agua destilada, em seguida, o sedimento obtido foi ressuspenso em uma
solucdo de acetona-metanol (7:2 V/V) aum volume de 10 mL (QI etal., 2017). O processo
de abrasdo foi realizado em agitador tipo vortex utilizando pérolas de vidro, sendo
empregado 1,1 g de pérola de vidro com diametro entre 0,6 ¢ 0,8 mm para cada mililitro
de suspensao celular. A suspensao foi agitada por 40 minutos, sendo que a cada 5 minutos
sob agitacdo continua foi realizado um intervalo de 2 minutos de repouso em banho de
gelo, obtendo-se o extrato bruto com célula. Em seguida, o extrato foi analisado em
espectrofotometro a 771 nm. O conteudo de bacterioclorofila (mg/mL) foi calculado de
acordo com a Equacdo 4.5:

mg\ A%V *N
g). 771" V1 4.5)

Producao de Bacterioclorofila (T 760 * V.
2

Sendo que A771 corresponde a absorbancia do extrato a 771 nm, V| consiste no
volume do extrato obtido, N compreende a razao de dilui¢do, V> é o volume da amostra
inicial e 760 representa o coeficiente de extingdo da bacterioclorofila (WANG et al.,

2017).

4.5.6 Determinacio dos carotenoides

Para a quantificacdo de carotenoides, uma suspensdo de 20 mL de células foi
coletada e centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos, em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi submetido por duas vezes a lavagens com agua destilada.

ApoOs a lavagem, as cé¢lulas foram secas a 65 °C até atingir peso constante. Para fins de
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ruptura celular, foi acrescentado 10 mL de uma solugdo de HCI (3 mol/L) a 28 °C as
células secas que foram submetidas a agitacdo por meio de uma mesa agitadora tipo
Shaker a 100 rpm por 1,5 h, e, novamente, centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e, posteriormente, foi adicionado 10 mL de acetona ao
sedimento celular. Desta forma, a extracdo de carotenoides foi realizada através de
agitacdo por meio de uma mesa agitadora tipo Shaker a 100 rpm por 30 min a 28 °C
(WEN; JONG; CHENXI, 1993). O extrato de carotenoides foi obtido por centrifugacio
a 10.000 rpm por 20 minutos e determinado por espectrofotometro a 473 nm. O conteudo

de carotenoides (mg/L) foi calculado conforme a Equagao 4.6:

~ i mg
Producao de Carotenoides (T) =

A4_73' V3 N]O
2500 - V,

(4.6)

Sendo que A473 compreende a absorbancia da solucao de extrato diluido a 473 nm,
V3 € o volume do extrato obtido, N consiste na razdo de diluicao e V4 corresponde ao
volume da amostra inicial e 2.500 representa o coeficiente de extingdo do carotenoide

(WANG et al., 2017).

4.5.7 Eficiéncia de remo¢ao de cromo hexavalente e total, cidmio e chumbo

O célculo para a porcentagem de remog¢ao dos metais, cromo hexavalente, cromo total,

cadmio e chumbo, foi calculado a partir da Equacao 4.7 (PULIT et al., 2018):

R‘V=C C*]OO 1
(%] == )

Onde Co e Cr sdo a concentracdo inicial e final do metal na solu¢do (mg/L),

respectivamente.

4.5.8 Delineamento Composto Central

O Delineamento Composto Central (DCC) € proposto para a geragdo de modelos
quadraticos devido a ampliacdo natural do planejamento fatorial com ponto central, o qual

pode ser realizado em uma primeira etapa. O valor de a depende de certas propriedades
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desejaveis para o planejamento e da possibilidade de realiza¢ao de experimentos ao longo
do dominio experimental (BREITKREITZ; SOUZA; POPPI, 2014).

Um DCC de 3 variaveis, 6 pontos axiais e 3 pontos centrais (para determinar erro
experimental), por exemplo, terd 17 experimentos. Em relagdo aos resultados obtidos nos
testes preliminares, elaborou-se um DCC 23. Os parametros avaliados foram:
concentragdo inicial de cromo, cddmio e chumbo. Na Tabela 4.4 estdo os valores para os

niveis adotados e seus fatores.

Tabela 4.4. Niveis adotados para as varidveis do Delienamento Composto Central 2°.

Niveis
Variaveis
-0 -1 0 +1 +a
Cromo (mg/L) -0,2 8,0 20,0 32,0 40,2
Cadmio (mg/L) -0,1 4,0 10,0 16,0 20,1
Chumbo (mg/L) -0,1 4,0 10,0 16,0 20,1

A Tabela 4.5 apresenta os valores reais e codificados das variaveis: concentragdo
inicial de cromo (Xi), concentragdo inicial de caddmio (X2) e concentracdo inicial de

chumbo (X3) para o planejamento.

Tabela 4.5. Matriz do planejamento composto central 2° com os valores codificados e

decodificados das varidveis dependentes.

Variaveis Independentes

Experimento Cromo (mg/L) Céadmio (mg/L)  Chumbo (mg/L)
(X1) (X2) (X3)
1 8.0 (-1) 4.0 (-1) 4.0 (-1)
2 8.0 (-1) 4.0 (-1) 16.0 (+1)
3 8.0 (-1) 16.0 (+1) 4.0 (-1)
4 8.0 (-1) 16.0 (+1) 16.0 (+1)
5 32.0 (+1) 4.0 (-1) 4.0 (-1)
6 32.0 (+1) 4.0 (-1) 16.0 (+1)
7 32.0 (+1) 16.0 (+1) 4.0 (-1)
8 32.0 (+1) 16.0 (+1) 16.0 (+1)
9 -0.2 (-a) 10.0 (0) 10.0 (0)
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10 40.2 (+a) 10.0 (0) 10.0 (0)
1 20.0 (0) 0.1 (-a1) 10.0 (0)
12 20.0 (0) 20.1(+a) 10.0 (0)
13 20.0 (0) 10.0 (0) 0.1 (-a1)
14 20.0 (0) 10.0 (0) 20.1 (+a1)
15 (C) 20.0 (0) 10.0 (0) 10.0 (0)
16 (C) 20.0 (0) 10.0 (0) 10.0 (0)
17 (C) 20.0 (0) 10.0 (0) 10.0 (0)

Os 17 experimentos realizados para o planejamento composto central 2> foram
realizados pelas fotofermentagdes, Figura 4.5, cada uma contendo o efluente sintético
com suas respectivas concentragdes iniciais de cromo, cadmio e chumbo (conforme
descrito na tabela acima) acrescido do meio RCV e de 1g/L de concentracdo celular da
co-cultura (Rhodobacter capsulatus: Rhodospirullum rubrum).

Com isso, ap6s 216 horas de fermentacdo, as amostras coletadas de cada
Erlenmeyer foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos, a fim de separar o
sobrenadante contendo os metais presentes no meio. Apos feito isso, a concentragdo de
cada metal foi analisada no Espectrofotometro de Absor¢ao Atdmica e a remocao dos

metais foi quantificada segundo descrito na Equacao 4.7.

Figura 4.5. Experimentos realizados para o planejamento composto central.
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Condigdes operacionais: Temperatura 30 + 2°C; condigdo anaerdbia; bactérias inoculadas em meio RCV +
as concentragdes de metais descritas pelo planejamento para cada experimento (efluente sintético); pHinicial

~ 6,8; iluminagdo constante de 5670 lux ¢ duracdo da fermentagdo de 216 horas.

CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste topico, foi abordado o detalhamento dos resultados obtidos avaliando o
crescimento celular, a remocao de cromo hexavalente, cromo total, cAdmio e chumbo ¢ a
sintese de pigmentos (bacterioclorofila e carotenoides), a fim de se investigar a
potencialidade do uso das bactérias Rhodobacter capsulatus, Rhodospirillum rubrum e

da co-cultura (1:1) no tratamento de efluentes.

5.1 Experimento 1 - Avaliacdo da cinética de crescimento celular

Inicialmente foi avaliado a cinética de crescimento celular de cada bactéria,
Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum e da associagdo entre elas na proporg¢ao
de 1:1. Para compreensdo da producao de biomassa por essas ao longo da fermentacao,

sdo apresentadas as curvas de crescimento na Figura 5.1.

Figura 5.1. Cinética de crescimento celular das bactérias R. capsulatus, R. rubrum e da

co-cultura (1:1) nas condi¢des de cultivo dos indculos.
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Condi¢des operacionais: Temperatura 30 + 2°C; condigdo anaerdbica; bactérias inoculadas em meio RCV;

PHiniciat ~ 6,8; iluminagdo constante de 2400 lux ¢ duracdo da fermentagido de 288 horas.
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De acordo com a Figura 5.1 a concentracao celular final para a R. rubrum, R.
capsulatus e co-cultura (1:1), nas condi¢des de cultivo dos inoculos, foi de 1,37, 1,25 e
1,33 g/L, respectivamente. Assim em comparagdo com o valor inicial estipulado de 0,5
g/L de células, tanto as bactérias cultivadas isoladamente, quanto associadas na mesma
propor¢ao tiveram aumento celular, resultando em 173% para R. rubrum, 151% para R.
capsulatus e 165% para co-cultura (1:1).

Observando o comportamento do crescimento de cada cultura, foi possivel
concluir que para as trés fermentagdes realizadas as células bacterianas tiveram
comportamento exponencial de crescimento em até 120 horas de experimento. Apds esse
periodo, as bactérias inoculadas isoladas e associadas comecaram a entrar na fase
estaciondria.

Segundo Tuchman et al. (1979) alguns microrganismos que vivem em locais de
lagos quentes com temperatura de 30,5°C, possuem uma taxa de crescimento maior em
comparacao com espécies semelhantes que vivem em locais com 27,5°C ou 23,1°C. Essa
caracteristica foi verificada no presente estudo, pois quando as bactérias foram cultivadas
em locais com temperaturas na faixa de 30 + 2°C, foi possivel notar que a produ¢do de
biomassa foi maior em relagdo ao cultivo dessas em temperaturas abaixo de 20°C. No
Quadro 3.7, por exemplo, a temperatura ideal para as bactérias R. capsulatus e R. rubrum
— BPNS —esta entre 25 ¢ 30°C (LU et al, 2019).

Logo, ¢ interessante ressaltar que quando as bactérias fotossintéticas, utilizadas
no presente trabalho, foram submetidas a iluminagdo de 2400 lux e cultivadas no meio
RCYV, essas tiveram producao acima de 150% em relagdo ao valor celular inicial. No
trabalho de Zhou et al. (2015), a bactéria fotossintética Rhodopseudomonas (CP001151.1)
foi utilizada para avaliar sua potencialidade na producdo de biomassa. Nos experimentos
com condig¢des de 2000 lux de intensidade luminosa, a temperatura de 26 -30°C e pH 7,0,
a bactéria atingiu 2,07 g/L de biomassa, chegando a aumentar a concentragdo celular
acima de 200% em relagdo ao valor inicial. Assim, tanto as bactérias deste presente estudo
(Rhodobacter capsulatus e Rhodospirullum rubrum) quanto a Rhodopseudomonas
(CP001151.1) apresentaram aumento na producao de biomassa sob cultivo nas condi¢des
descritas para cada pesquisa.

A maioria das bactérias fotossintéticas sdo cultivadas em uma faixa de pH entre

6,8 ¢ 8,5 e a area de adaptagdo ¢ mais estreita com diferentes espécies. Estudos mostraram
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que elas tém otimo desempenho quando o pH inicial esta em torno de 7,0, seja pela

degradacgdo do poluente ou pelo acimulo de biomassa (CHEN et al., 2020).

5.2 Experimento 2 - Avaliacdo da remoc¢do de cromo hexavalente, cromo total,
cadmio e chumbo

No experimento 2, para a remog¢ao dos metais pesados, cromo hexavalente, cromo
total, cadmio e chumbo, foram utilizadas incialmente 1,0 g/L das bactérias R. rubrum e
R. capsulatus e da co-cultura (1:1), as quais foram inoculadas no efluente sintético (meio
RCV contendo 20 mg/L de cromo (VI), 10 mg/L de cddmio e 10 mg/L. de chumbo) e
submetidas a intensidade luminosa por lampadas dimerizaveis a 5670 lux a 30 + 2°C em
pH 6,8 a 216 horas de experimento.

Avaliou-se, de acordo com a Figura 5.2, a concentracao celular inicial e final para
as bactérias cultivadas apenas no meio RCV (controle experimental) e no efluente

sintético descrito anteriormente, segundo a Figura 5.3.

Figura 5.2. Cinética de crescimento celular Figura 5.3. Cinética de crescimento celular
das bactérias R. capsulatus, R. rubrum e da para a R. capsulatus, R. rubrum ¢ a co-
co-cultura (1:1) no meio RCV sem os cultura (1:1) inoculadas no efluente
metais (controle experimental) sintético.
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Os valores obtidos apds 216 horas de experimento para a produgdo de biomassa
bacteriana no controle experimental (Figura 5.2) foram 2,30, 2,29, 2,33 g/L para R.
rubrum, R. capsulatus e co-cultura, respectivamente. Portanto, as bactérias isoladas e a

co-cultura tiveram um aumento de biomassa de até 133 %.
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Avaliando-se a produc¢ao de biomassa nas fermentacdes com a presenca dos
metais, foi possivel observar na Figura 5.3 que as bactérias tiveram uma produgdo cerca
de 39 % menor em relacdo ao controle experimental (Figura 5.2). Os valores obtidos para
a concentra¢do celular final foram de 1,64 g/L para a R. rubrum, 1,60 g/L para a R.
capsulatus e 1,67 g/L para a co-cultura.

Estudos indicaram que ions toxicos ou condi¢des de estresse salino podem
diminuir o metabolismo bacteriano e levar a inibi¢ao do crescimento (UPADHYAY et al.,
2011; SU et al., 2020). Para fundamentar essa caracteristica, fatores como condigdes
ambientais, pH, temperatura e concentracdes iniciais de metais pesados afetam
significativamente a producao de biomassa e a capacidade de remog¢ao dos metais pesados
(FATHOLLAHI et al., 2020; AL-HOMAIDAN et al., 2014).

Assim, de acordo com a Figura 5.3, em relagdo a concentragao inicial foi possivel
observar um acréscimo de biomassa cerca de 68 % para as bactérias expostas aos metais.

Su et al. (2020), utilizaram a bactéria purpura ndo sulfurosa, Rhodobacter
sphaeroides SCO1 para a remog¢do de metais pesados em efluentes contaminados e
apontaram que apdés 7 dias de fermentacdo as concentragcdes celulares foram
significativamente reduzidas em cerca de 50% sob estresse com 1,0 mg/L de Hg e 6,0
mg/L de Cd, indicando que a bactéria sofreu danos significativos de estresse com os
metais estudados.

Avaliou-se também a produc¢do de pigmentos (bacterioclorofila a e carotenoides
a) do experimento com as bactérias. Nas condi¢des especificadas, os valores obtidos para

bacterioclorofila e carotenoides estdo exibidos nas Figuras 5.4 e 5.5, respectivamente.

Figura 5.4. Bacterioclorofila a (mg/m?®) para as bactérias R. capsulatus, R. rubrum e co-

cultura (1:1) no efluente sintético (meio RCV + metais).
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Condi¢des operacionais: Temperatura 30 + 2°C; condi¢do anaerdbica; bactérias inoculadas em efluente
sintético (meio RCV + 20 mg/L de cromo (VI), 10 mg/L de cadmio e 10 mg/L de chumbo) e apenas em
meio RCV (sem os metais) para o controle experimental; pHinicial ~ 6,8; iluminagdo constante de 5670 lux

e duragdo da fermentag@o de 216 horas.

Na Figura 5.4, ¢ possivel observar que incialmente o teor de bacterioclorofila a
foi de 1,18 mg/m® para a R. rubrum, 1,26 mg/m?> para a R. capsulatus e 1,32 mg/m? para
a co-cultura. Os valores observados indicaram uma reducdo de até 25% na
bacterioclorofila em comparagdo com os valores finais obtidos sem exposicao a metais

pesados.

Figura 5.5. Teor de carotendides a (mg/m?) para as bactérias R. capsulatus, R. rubrum e

co-cultura (1:1) no efluente sintético (meio RCV + metais).
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Condigdes operacionais: Temperatura 30 £ 2°C; condigdo anaerodbica; bactérias inoculadas em efluente
sintético (meio RCV + 20 mg/L de cromo (VI), 10 mg/L de cadmio e 10 mg/L de chumbo) e apenas em
meio RCV (sem os metais) para o controle experimental; pHinicial ~ 6,8; iluminagdo constante de 5670 lux

e duragdo da fermentag@o de 216 horas.

J& para os teores de carotenoides obtidos incialmente foram 1,41, 1,62 e 1,57
mg/m?> para R. rubrum, R. capsultaus e para co-cultura, respectivamente. Avaliando os
teores finais obtidos no controle e no efluente sintético, pode-se observar uma diminui¢ao
de até 18% apds o tratamento das bactérias com os metais pesados.

Simth et al. (2015), com o intuito de entender mais sobre a producao de pigmentos
pelas bactérias purpuras sulfurosas, Marichromatium purpuratum DSMZ 1591,
Marichromatium purpuratum DSMZ 1711, Thiocapsa marina DSMZ 5653 ¢ FGL21,

relataram que essas dependem fortemente da intensidade luminosa para a produgdo de
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carotenoides e bacterioclorofilas do tipo a. Tais pigmentos sdo os principais foto-coletores
desses microrganismos e afetam a quantidade de energia produzida e no crescimento
celular.

Nas Figuras 5.6 a, b e ¢ sdo exibidas as concentra¢des dos metais, cromo, cadmio

e chumbo, respectivamente presentes nas fermentagdes ao longo do experimento.

Figura 5.6. Cinética da concentragao de cromo (a) de cadmio (b) e de chumbo (c)
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Nas Tabelas 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4 s@o apresentados os valores da eficiéncia de
remog¢ao dos metais - cromo hexavalente e total, caAdmio e chumbo - presentes no efluente

sintético com as bactérias purpuras nao sulfurosas utilizadas no estudo.

Tabela 5.1. Eficiéncia de remog¢ao de 20 mg/L de cromo hexavalente pelas bactérias

isoladas e associadas (co-cultura).

Eficiéncia de remocao de cromo hexavalente (%)

Tempo (h)
R. capsulatus R. rubrum Co-cultura
0 0,0 0,0 0,0

24 22,3+0,5 159+1,2 19.,5+0,3
48 30,2 +0,2 21,0+04 26,2 +£0,8
72 48,3+0,8 36,7+ 0,02 43,4+0,1
96 80,6 +0,3 68,0+ 0,2 78,2+ 0,1
120 100,0 £ 0,0 100,0 + 0,0 100,0 £ 0,0

Os valores demonstrados na tabela acima se referem a eficiéncia de remogao do

cromo hexavalente pelas bactérias isoladas e em co-cultura. Assim, ¢ possivel observar



57

que apos 120 horas, o cromo hexavalente presente em cada fotofermentacao alcangou a
maxima taxa de remocao possivel, ou seja, 100%.

Su et al. (2018), demonstraram no estudo que para 25 mg/L de Cr (VI), a
porcentagem de remoc¢do de Cr (VI) nas fases logaritmica e estacionaria foi quase a
mesma para as cinco linhagens de bactérias purpuras sulfurosas utilizadas - SCO1, HN02,
SCO05, JSO1, e YNOI, sendo que a SCO1 e a SCO5 foram identificadas posteriormente

como Rhodobacter spheroids e Rhodocyclaceae thauera.

Tabela 5.2. Eficiéncia de remog¢ao de 20 mg/L de cromo pelas bactérias no efluente

sintético.
Eficiéncia de remocao de cromo total (%)
Tempo (h)
R. capsulatus R. rubrum Co-cultura
0 0,0 0,0 0,0
72 16,1+ 0,6 13,7+0,2 15,1 +£0,7
144 49,0+0,8 61,8+0,5 65,5+0,2
216 83,6 £1,2 91,1 +£04 83,2+0,9

Tabela 5.3. Eficiéncia de remoc¢ao de 10 mg/L de cadmio pelas bactérias no efluente

sintético.
Eficiéncia de remocao de cadmio (%)
Tempo (h)
R.capsulatus R.rubrum Co-cultura
0 0,0 0,0 0,0
72 26,6 £0,1 20,5 +0,4 242 £0,1
144 27,4+0,3 243+0,2 26,5+0,2
216 30,4+0,7 27,1+0,9 29,8+ 0,5

Tabela 5.4 Eficiéncia de remog¢ao de 10 mg/L de chumbo no efluente sintético.

Eficiéncia de remoc¢ao de chumbo (%)

Tempo (h)
R.capsulatus R.rubrum Co-cultura
0 0,0 0,0 0,0
72 73,3+£0,5 752+0,3 75,2+0,1
144 74,4 + 0,5 74,3+ 0,1 77,5+0,2

216 74,8 £ 0,4 79,8 £0,4 80,2+0,8
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Na Tabela 5.2, encontra-se a eficiéncia de remog¢ao de cromo total pelas bactérias.
E possivel notar que para o cadmio e o chumbo a maior eficiéncia de remocao entre os
experimentos realizados foi obtida pela co-cultura.

Um estudo feito por Kang et al. (2016) mostrou que a utilizacdo de bactérias de
cultura mista teve maior resisténcia aos ions metalicos do que as de uma Unica cultura.
Essa cultura formada pelas bactérias, Viridibacillus arenosi B21, Sporosarcina soli B22,
Enterobacter cloacae KJ-46 ¢ E. cloacae KJ-47 obteve taxas de remocao de 98% Pb,
84% Cd e 5,6% para Cu.

Observando a Tabela 5.3 nota-se que a eficiéncia de remocao de 10 mg/L de
cadmio foi em torno de 30% para os experimentos realizados com as bactérias isoladas e
associadas. Observou-se que durante a fotofermentagao, apds aproximadamente 72 horas
houve maior remog¢ao do metal, sendo que depois desse periodo a taxa permaneceu
praticamente constante como mostrado na Figura 5.6 (b). Esse fato pode ser explicado
pela saturacdo dos sitios ativos presentes na superficie das células bacterianas.

Diversos estudos de biossor¢do relataram que hd uma taxa inicial répida de
remog¢ao dos metais pelas bactérias utilizadas e que apds um periodo a remogdo atinge
um valor de equilibrio, ou seja, nao se verifica grandes diferengas na remoc¢ao dos metais
(GARCIA et al., 2016; KALITA; JOSHI, 2017; GUPTA; BALOMAJUMDER, 2015;
PODDER; MAJUMDER, 2018; MATHEW; KRISHNA; MURPHY, 2018; CARVAJAL
etal., 2012; FANG et al., 2014).

A razdo para a rapida taxa de remog¢ao no inicio do processo de biossor¢ao, €
devida aos sitios de biossor¢do ativos mais vagos e desocupados disponiveis na superficie
da biomassa. Esses sitios de ligagdo ativos sdo preenchidos com ions metalicos durante o
processo de biossorcao, o que leva a uma taxa mais lenta de adsor¢ao antes de atingir o
ponto de saturagdo e, finalmente, um estado de equilibrio (TSAI; CHEN, 2010; DAS et
al., 2014; KUMAR et al., 2019).

Em tempos de contato superiores a 24 h, alteracdes no pH da solucdo metalica
devido aos processos metabdlicos de bactérias vivas podem afetar a valéncia do metal,
solubilidade e, finalmente, dessor¢do ou precipitacdo de ions metéalicos (RATZKE et al.,
2018; XIE et al., 2018).

Limcharoensuk et al. (2015) relataram que a eficiéncia da biossor¢do de Cd™ e
Zn"? nio foi significativamente maior em concentra¢des de metal superiores a 25 mg/L,

o que foi explicado por uma insuficiéncia de sitios de ligacdo de metais na biomassa
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microbiana. Por sua vez, o aumento da dose de biomassa causou maior eficiéncia de
remocao de metais pesados.

Na Tabela 5.4 observou-se que apos 216 horas de experimento, a co-cultura teve
eficiéncia de remocao de 80,2% de chumbo. Foi possivel notar o mesmo comportamento
avaliado pelo cadmio, sobre a saturacao dos sitios e a taxa de remogdo atingir um
equilibrio apds aproximadamente 72 horas de experimento. Assim a remog¢do foi mais
acentuada no inicio da fermentacao e ao longo do tempo permaneceu constante, conforme
mostra a Figura 5.6 (c).

Pulit et al. (2018), utilizou uma metodologia baseada no Box-Behnken de 3 niveis
para avaliar a remog¢do de metais pela bactéria P. azotoformans JAW1 em efluente
contendo inicialmente 25 mg/L de cada metal, cddmio, chumbo e cobre, a 2 g/L de
biomassa e pH 6. Ap6s a condugdo do experimento nessas condi¢des dtimas, a eficiéncia
de biossorcao dos trés metais pesados avaliados, Cd, Cu e Pb, foi de 44,67%, 63,32% e
78,23%, respectivamente.

Nos experimentos realizados por Su et al. (2020), a bactéria purpura ndo sulfurosa,
Rhodobacter sphaeroides SCO1, foi avaliada para a biorremdiagdo de 0,2 mg/L de
mercurio, 30 mg/L de chumbo e 0,2 mg/L de cadmio durante 7 dias, em pH 7,0 e
intensidade luminosa de 4000 lux. As taxas de remocao foram de 57% de Hg, 98% de Pb
e 67% de Cd.

Durante as 216 horas de experimento, foi-se avaliado o pH das fermentagdes. Os
valores obtidos estdo expressos na Figura 5.7.

Fazendo-se uma andlise dos dados obtidos, ¢ possivel observar que o pH
estabelecido inicialmente (pH = 6,8) sofreu acréscimos ao longo do tempo e assim chegou
a um valor maximo de 9,69 ap6és 216 horas de experimento para a co-cultura.
Comportamento semelhante foi notado para as bactérias inoculadas apenas em meio RCV,
sem a presenca dos metais e no caso dos experimentos sem as bactérias (apenas o efluente
sintético nas condic¢des ja mencionadas) o pH nao variou. Estudos relataram que valores
de pH entre 6 ¢ 7,5 para Cd (II), Pb (II) e Zn (II) sdo considerados 6timos para o
tratamento de efluentes com metais pesados (PARK; CHON, 2016; MALKOC et al.,
2015; HU et al., 2014).
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Figura 5.7 Avaliagcao do pH da fotofermentagao para remog¢ao dos metais pelas

bactérias purpuras nao sulfurosas.
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Alguns autores explicam que com o aumento do pH em meios os quais possuem
metais como Pb e Cd ¢ possivel observar a formagao de precipitados (WEI et al., 2016;
KARIUKI et al., 2017).

Em pH 7,0, Xu et al. (2020) verificaram que a capacidade de biossor¢dao da
Pseudomonas sp. cepa 375 para a biomassa viva e ndo viva foram maximizadas. Ja para
os testes realizados em pH de 4 a 6, nao houve aumento gradual da capacidade de
biossor¢do da bactéria. Isso pode ter ocorrido porque os ions hidrogénio e os ions Cd*™?
competem por sitios de ligacdo em solug¢des aquosas em pH baixo (KHADIVINIA et al.,
2014; XU et al., 2020). Ja em pH 8, o valor de adsor¢ao diminuiu rapidamente. Isso pode
ter sido causado pela precipitacdo de hidroxido de metal em condi¢des alcalinas,
resultando em diminuicdo da biossor¢do de Cd*?.

Portanto ¢ interessante destacar que com o aumento do pH geralmente ocorre a
precipitacdo dos ions metalicos presentes no meio em estudo. Porém esse processo pode
ser visto como uma possivel vantagem na remocao de metais do meio em estudo, pois o
aumento do pH ndo ¢ alterado operacionalmente por meio de reagentes quimicos e sim
biologicamente, pelas bactérias. Assim ocorre o tratamento bioquimico do efluente, ou
seja, hd o tratamento biolodgico e quimico a0 mesmo tempo sem gastos com produtos

quimicos adicionais como Vvistos nos processos convencionais.

5.3 - Delineamento Composto Central 2*

O processo de tratamento do efluente contendo os trés metais selecionados foi

otimizado usando um planejamento experimental utilizando o software Statistica versao
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7.0, tendo como variaveis independentes as concentracdes iniciais desses metais pesados

presentes no efluente sintético, a fim de determinar os efeitos principais e das interagdes

das trés variaveis independentes selecionadas sobre a porcentagem de remogao de Cr, Cd

e Pb (variaveis dependentes). Os valores dos parametros codificados estdo indicados em

parénteses na Tabela 5.5 indicando os niveis (-a, -1, 0, +1, a) utilizados na matriz do

planejamento.

Tabela 5.5. Delineamento composto central 2° dos experimentos realizados para

tratamento do efluente sintético pelas bactérias.

Variaveis Independentes

Variaveis Dependentes

Exp. Valores Atuais Valores Preditos
X, X X3

Criwm  Cd* Pb? Cr total Ca* Pb?
1 8.0 (-1) 4.0(-1) 4.0 (-1) 94.6 51.0 98.6 94.1 60.7 101.1
2 8.0(-1) 4.0 (-1) 16.0 (+1) 95.7 49.8 71.2 94.9 58.3 72.3
3 8.0 (-1) 16.0 (+1) 4.0 (-1) 94.4 21.5 96.0 94.1 19.4 97.1
4 8.0 (-1 16.0 (+1) 16.0 (+1) 93.8 18.7 67.0 92,5 18.1 68.2
5 32.0 (+1) 4.0 (-1) 4.0 (-1) 66.6 429 87.7 68,4 49.9 87.2
6 32.0 (+1) 4.0 (-1) 16.0 (+1) 68.0 37.6 69.3 68,7 45.9 69.3
7 32.0 (+1) 16.0 (+1) 4.0 (-1) 65.0 19.0 85.2 66.2 16.9 854
8 32.0 (+1) 16.0 (+1) 16.0 (+1) 63.2 17.4 69.4 64.1 14.1 67.5
9 -0.2 (-a) 10.0 (0) 10.0 (0) 100.0 39.7 91.8 101.9 334 88.6
10 40.2 (+a) 10.0 (0) 10.0 (0) 59.0 23.7 74.5 56.5 20.9 76.3
11 20.0 (0) -0.1 (-a) 10.0 (0) 85.4 100.0 85.3 84.8 82.9 83.9
12 20.0 (0) 20.1(+a) 10.0 (0) 81.0 14.3 79.0 80.9 22.1 79.1
13 20.0 (0) 10.0 (0) -0.1 (-a) 81.4 32.1 100.0 80.2 27.7 98.5
14 20.0 (0) 10.0 (0) 20.1 (+a) 78.5 27.8 59.1 78.9 232 59.3
15 20.0 (0) 10.0 (0) 10.0 (0) 83.2 30.1 80.1 83.2 30.8 80.3
16 20.0 (0) 10.0 (0) 10.0 (0) 82.9 29.9 80.7 83.2 30.8 80.3
17 20.0 (0) 10.0 (0) 10.0 (0) 83.5 30.5 79.9 83.2 30.8 80.3

Exp. : Experimento
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Condi¢des operacionais: Concentragdo celular de 1,0 g/L; temperatura 30 £ 2°C; condigdo anaerobica;
bactérias inoculadas em efluente sintético (meio RCV + concentragdes iniciais dos metais de acordo com
os valores definidos para cada experimento); pHiniciai ~ 6,8; iluminago constante de 5670 lux e duragdo da

fermentacdo de 216 horas.

5.3.1 Remocao de cromo total

A partir dos valores obtidos para a remog¢ao dos metais cromo, cadmio e chumbo
no DCC e com a utilizagdo do sofiware Statistica 7.0, foram calculados os coeficientes de

regressao para as variaveis e suas interagdes, expostos na Tabela 5.6.

Tabela 5.6. Parametros para o modelo completo para a remog¢ado de cromo (%)

Coeficiente
Variaveis e interacoes de Erro padrao p- valor
regressiao
Termo independente 96,87481 0,687348 0,000050
X1 (L) -0,64569 0,033251 0,002641
X1 (Q) -0,00973 0,000624 0,004088
X2 (L) 0,20023 0,066502 0,094869
X2 (Q) -0,00348 0,002495 0,297615
X3 (L) 0,87145 0,066502 0,005773
X3(Q) -0,03628 0,002495 0,004695
Xi1X2 -0,00771 0,001473 0,034637
Xi1X3 -0,00163 0,001473 0,383338
X2X3 -0,01708 0,002946 0,028480
R>=0, 991

Também foi analisado o efeito de significancia via diagrama de Pareto, como pode
ser observado na Figura 5.8, sendo consideradas significativas as variaveis que possuiram
o valor de “t” maior que o de referéncia (tp-o,1).

As variaveis independentes X1, Xo e X3 representam as concentragdes iniciais de
cromo, cadmio e chumbo respectivamente, as quais variam de acordo com os niveis
estabelecidos para o planejamento. No software, o valor de “p” determina a significancia
dos parametros e termos no modelo. Um valor de p menor corresponde ao maior
significado. Os resultados de p < 0,10 indicam que os modelos embutidos sao

significativos no nivel de confianca de 90%.
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Figura 5.8. Grafico de Pareto dos efeitos das varidveis da equacdo de regressdo para a
remocao de cromo.

-166.471

Apods a regressao multipla foi obtida a Equagdo 5.1 completa com todos os

parametros:

Y = 96,874 — 0,645X; + 0,200X, + 0,871X5 — 0,009X2 — 0,003X2 — 0,036X2 —
0,007X,X, — 0,001X,X; — 0,017X,X; (5.1)

A partir da Tabela 5.6 e da Figura 5.8, percebe-se que as varidveis e interagdes sao
significativas, com excecdo de X2(Q) e X1X3, onde os valores de “p” sdo maiores do que
0,1 e os valores de “t” sao menores do que o de referéncia na analise de Pareto. Essas
variaveis representam a influéncia da varidvel quadratica concentragdo de cddmio, da
variavel quadratica concentracdo de chumbo e as interagdes entre a concentragdo de
cadmio e chumbo, respectivamente.

Isso indica que a remog¢do de cromo nao ¢ influenciada significativamente por
essas variaveis, mas ¢ influenciada por todas as outras varidveis e suas interacoes, ou seja,
depende de Xi(L), X1(Q), Xo(L), X3(L), X3(Q), Xi1X2, XoX3.

Para obter o modelo com as varidveis e os efeitos significativos (com p < 0,10),
foi feito o ajuste para considerar apenas esses parametros gerando assim um novo grafico

de Pareto, Figura 5.9, e um novo modelo com os coeficientes da Tabela 5.7.
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Tabela 5.7. Parametros para o modelo reduzido e significativo para a remog¢ao de cromo

(%)
Coeficiente
Variaveis e interacoes de Erro padrao p- valor
regressio

Termo independente 97,59581 0,552885 0,000032
X1 (L) -0,67217 0,028907 0,001844

X1(Q) -0,00947 0,000597 0,003945

X2 (L) 0,13042 0,043815 0,096763

X3 (L) 0,81849 0,057814 0,004952
X3(Q) -0,03527 0,002387 0,004549

X1X2 -0,00771 0,001473 0,034637

X2X3 -0,01708 0,002946 0,028480

R*=0,991

Figura 5.9. Grafico de Pareto dos efeitos das varidveis significativas da equacao de

regressao para a remog¢ao de cromo.

-166.474

A partir dos resultados da regressao multipla da Tabela 5.7, obteve-se a Equagao

5.2 com os parametros significativos.

Y = 97,595 — 0,672X; + 0,130X, + 0,818X5 — 0,009X2 — 0,035X2 — 0,007X, X, —
0,017X,X5 (5.2)
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Nas Figuras 5.10 (a) e (b) foram apresentadas as superficies de respostas e curvas
de contorno para a resposta remog¢ao de cromo em fun¢do da concentracdo inicial de
cromo (X) e concentra¢do inicial de caddmio (X2) e em fun¢do da concentracdo inicial de

cromo (X1) e concentracao inicial de chumbo (X3), respectivamente.

Figura 5.10 Curva de contorno e superficie de resposta para a remocdo de cromo em fungdo da

concentracdo inicial de cadmio e cromo (a-b) ¢ em func¢do da concentragdo inicial de chumbo e
cromo (c-d).
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Essas superficies representaram a remocao de Cr (%) em relacdo a concentracao

de Cr (VI) (mg/L) e a concentragdo de Cd (mg/L) (Figura 5.10 a-b), e em relagdo a
concentra¢do de Cr (VI) (mg/L) e a concentragdo de Pb (mg/L) (Figura 5.10 c-d).
Portanto, a co-cultura (R. rubrum: R. capsulatus) forneceria mais de 90 % de
remogao de cromo quando submetida a efluente sintético dentro da faixa de 0 a 10 mg/L
de Cr (VI), 0 a20 mg/L de Cd e 0 a 20 mg/L de Pb.
Nos experimentos realizados, a remocao de cromo atingiu valores acima de 50 %
para testes empregando concentragdes de Cr, Cd e Pb dentro dessas faixas, demonstrando

concordancia entre os valores experimentais e os valores do modelo.
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5.3.2 Remoc¢ao de Cadmio

Avaliando-se agora a remo¢ao de cadmio com a utilizagdo do software Statistica
versdo 7.0, foram calculados os coeficientes de regressdo para as varidveis e suas
interacdes, assim como os valores dos niveis de significancia para identificar quais delas
eram estatisticamente significativos (com p < 0,1), esses valores sao apresentados na
Tabela 5.8. Também foi analisado o efeito de significancia via diagrama de Pareto, como
pode ser observado na Figura 5.11, sendo consideradas significativas as varidveis que

possuiram o valor de “t” maior que o de referéncia (tp=o,1).

Tabela 5.8. Parametros para o modelo completo para a remog¢ao de cadmio (%).

Coeficiente de

Variaveis e interacoes . Erro padrao p- valor
regressio

Termo independente 87,88834 0,712228 0,000066
X1 (L) -0,18762 0,034454 0,032109

X1(Q) -0,00894 0,000646 0,005185

X2 (L) -8,02626 0,068909 0,000074

X2 (Q) 0,21635 0,002585 0,000143

X3 (L) 0,87353 0,068909 0,006165

X3(Q) -0,05316 0,002585 0,002357

Xi1X2 0,02878 0,001526 0,002800

X1X3 -0,00524 0,001526 0,075312

X2X3 0,00764 0,003053 0,129430

R*=0, 885

Na Equagdo 5.3, o modelo matematico geral encontrado pelo software possui

todas as variaveis e seus coeficientes.

Y = 87,888 — 0,187X, — 8,026X, + 0,873X5 — 0,008X2 + 0,216X2 —
0,053X2 + 0,028X,X, — 0,005X, X5 + 0,007X,X5 (5.3)

Assim, de acordo com os valores expressos na Tabela 5.8 e pelo diagrama de
Pareto presente na Figura 5.11, a interacdo X»X3 possui valor de p > 0,10 sendo assim

consideradas ndo significativas entre as demais expressas pelo modelo.
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Figura 5.11. Grafico de Pareto dos efeitos das varidveis da equacao de regressao para a
remogao de cadmio.
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Logo, considerando-se apenas as variaveis e interagdes significativas tem-se os

coeficientes gerados expressos na Tabela 5.9 e os efeitos significativos (Figura 5.12).

Tabela 5.9. Parametros para o modelo reduzido e significativo para a remogao de

cadmio (%).

Coeficiente de

Variaveis e interacoes N Erro padrao p- valor
regressio

Termo independente 87,12445 0,643479 0,000055
X1 (L) -0,18762 0,034454 0,032109

X1(Q) -0,00894 0,000646 0,005185

X2 (L) -7,94987 0,061777 0,000060

X2 (Q) 0,21635 0,002585 0,000143

X3 (L) 0,94992 0,061777 0,004203

X3(Q) -0,05316 0,002585 0,002357

Xi1X2 0,02878 0,001526 0,002800

X1X3 -0,00524 0,001526 0,075312

R>=0, 885

O coeficiente de correlagao (R?) obtido foi 88,0 % indicando boa correlagao com
os valores experimentais e com o modelo proposto. A interacdo X> X3 foi desconsiderada
no software para que fosse encontrado o modelo reduzido e significativo, conforme
presente na Equagdo 5.4.

Y = 87,124 — 0,187X; — 7,949X, + 0,949X; — 0,008X% + 0,216X2 — 0,053X2 +
0,028X, X, — 0,005X, X5 (5.4)
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Figura 5.12. Grafico de Pareto dos efeitos das varidveis significativas da equacdo de

regressdo para a remog¢ao de cadmio.
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Logo, considerando-se o modelo significativo foram geradas as superficies de

resposta (Figuras 5.13 a-b e c-d).

Figura 5.13. Curva de contorno e superficie de resposta para a remog¢ao de cadmio em fungéo da
concentracdo inicial de cadmio e cromo (a-b) e em fungdo da concentracdo inicial de cadmio e

chumbo (c-d).
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Observando as superficies de resposta apresentadas na Figura 5.13, torna-se
aparente que dentro das faixas de concentragdo inicial de 0 a 20 mg/L para cromo, 0 a 20
mg/L para chumbo e 0 a 2 mg/L para cddmio no efluente sintético contendo os trés metais
simultaneamente, a remoc¢ao de cadmio pode atingir niveis de até 80%.

Vale ressaltar que em experimentos envolvendo a adi¢do dos trés metais, a
remoc¢do maxima de cadmio alcangou 51%, indicando que as bactérias associadas (co-

cultura) poderiam remover uma parte desse metal do meio mesmo sob condig¢des toxicas.

5.3.3 Remoc¢ao de Chumbo

Por fim, para encontrar o modelo em relagdo a terceira variavel dependente,

remocao de chumbo (%), foram obtidos os seguintes coeficientes conforme a Tabela 5.10.

Tabela 5.10. Pardmetros para o modelo completo para a remocao de chumbo (%).

Coeficiente de

Variaveis e interacoes . Erro padrao p- valor
regressiao
Termo independente 119,8170 0,953886 0,000063
X1 (L) -0,9775 0,046145 0,002221
X1(Q) 0,0053 0,000866 0,025849
X2 (L) -0,6573 0,092290 0,019150
X2 (Q) 0,0115 0,003462 0,080530
X3 (L) -2,4781 0,092290 0,001384
X3(Q) -0,0135 0,003462 0,059852
Xi1X2 0,0076 0,002044 0,065283
X1X3 0,0384 0,002044 0,002822
X2X3 0,0033 0,004089 0,508448
Rz=0, 985

Assim, o modelo que descreve a remocao de chumbo em relagdo as variaveis
independentes, Xi, X> e X3 correspondentes a concentracao inicial de cromo, cadmio e

chumbo na ordem citada ¢ expresso na Equacao 5.5:

Y = 119,817 — 0,977X, — 0,657X, — 2,478X5 + 0,005X% + 0,011X2 — 0,013X2 +
+0,007X, X, + 0,038X, X5 + 0,003X,X; (5.5)
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E possivel observar que entre as variaveis avaliadas, Xi(L), X1(Q), Xa(L), X2(Q),
X3(L), X3(Q), X1X> e X1X3 sdo descritas no modelo com valores de p <0,1, ou seja, essas
sdo consideradas significativas.

A Figura 5.14 exibe o diagrama de Pareto no qual foi avaliado as varidveis e

interacdes entre essas significativas e nao significativas.

Figura 5.14. Grafico de Pareto dos efeitos das varidveis da equacao de regressao para a
remoc¢ao de chumbo.
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Logo, desconsiderando o efeito insignificativo, tem-se o novo modelo descrito na
Equagdo 5.6, no qual os coeficientes podem ser observados na Tabela 5.11 e na Figura

5.15.

Tabela 5.11. Parametros para o modelo reduzido e significativo para a remogao de

chumbo (%)

Coeficiente de

Variaveis e interacoes - Erro padrao p- valor
regressio

Termo independente 119,4906 0,861811 0,000052
X1 (L) -0,9775 0,046145 0,002221
X1(Q) 0,0053 0,000866 0,025849

X2 (L) -0,6247 0,082738 0,017096

X2 (Q) 0,0115 0,003462 0,080530

X3 (L) -2,4455 0,082738 0,001143

X3(Q) -0,0135 0,003462 0,059852

Xi1X2 0,0076 0,002044 0,065283

X1X3 0,0384 0,002044 0,002822

R*=0, 985
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Figura 5.15. Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis significativas da equacao de

regressao para a remog¢ao de chumbo.
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Y = 119,49 — 0,977X, — 0,624X, — 2,445X, + 0,005X2 + 0,0115X2 — 0,0135x2 +
+0,0076X, X, + 0,0384X, X, (5.6)

Com o modelo significativo foram geradas as superficies de resposta (Figuras 5.16
a-b e c-d) para a remocdo de chumbo (%) em fun¢do da concentragdo inicial de cromo
(X1) e da concentragdo inicial de chumbo (X3) e em fun¢do da concentragdo inicial de
chumbo (X3) e da concentragdo inicial de cadmio (X3).

Com um efluente sintético contendo aproximadamente 0 a 8 mg/L de chumbo, 0
a 20 mg/L de cromo e 0 a 20 mg/L de cddmio, a remocao de chumbo ultrapassa 80%
(Figura 5.16), sugerindo que a biossor¢ao para este metal em um meio altamente toxico
pode, de fato, ser alcancada.

Os metais que apresentaram as maiores taxas de remog¢ao foram o cromo (VI) e o
chumbo (acima de 90%), sugerindo que as bactérias apresentam maior resiliéncia em

relagcdo a esses metais do que ao cadmio.



72

Figura 5.16. Curva de contorno e superficie de resposta para a remogao de chumbo em fungéo

da concentracdo inicial de cromo e chumbo (a-b) ¢ em fun¢do da concentragdo inicial de chumbo

e cadmio (c-d).
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5.4 Micrografia eletronica de varredura (MEYV)

Alteragdes morfologicas na co-cultura (R. rubrum e R. capsulatus) foram
observadas através da analise de MEV apos biossor¢ao de 20 mg/L de Cr (VI), 10 mg/L
de Cd e 10 mg/L de Pb (Figura 5.17). A anélise de MEV também foi realizada para a co-
cultura na auséncia de metais (controle do meio RCV) (Figura 5.17 a) para comparar os
efeitos da exposicao a metais pesados nas células bacterianas.

ApOs 216 horas, foram observados detritos celulares e acimulo de metal na
biomassa bacteriana (Figuras 5.17 b-e). Os ions metalicos ocuparam sitios de ligacao
livres disponiveis, levando a bioacumulagdo desses metais dentro das células
microbianas.

Estudos revelaram que, apds o tratamento com metais, as bactérias apresentaram

deformacgdes em suas estruturas celulares, sugerindo sua capacidade de resistir aos efeitos
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adversos da exposi¢do ao Cr (VI) por Bacillus amyloliquefaciens (Das et al., 2014) e
Cellulosimicrobium funkei (Karthik et al., 2017) e Cd** e Pb*" por E. coli, onde foi
observada adsor¢do competitiva, com preferéncia pela adsor¢do na ordem de Pb?" > Cd**

(Cai et al., 2017).

Figura 5.17. Micrografia eletronica de varredura (MEV) da co-cultura (R. rubrum: R.
capsulatus) antes (a) e depois (b) do tratamento com Cr (VI), Cd*" e Pb*" (c-e)

Mapeamento elementar por EDX apos tratamento com metais pelas bactérias.
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Por fim, comparando-se os resultados obtidos com os presentes na literatura
(Tabela 5.13) para o tratamento de efluentes com metais pesados utilizando bactérias, foi

possivel observar que os valores das remocdes do presente estudo foram promissores.

Tabela 5.13. Correlacdo dos valores de remocao encontrados no presente estudo e pela

literatura para os metais pesados.

Autores Metais Bactérias Remocio
20 mg/L Cr 83%
Co-cultura (R. rubrum:
Trabalho atual 10 mg/L Cd 30%

R. capsulatus)
10 mg/L Pb 80%
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25 mg/L Cu 63%

Pulit et al. (2018) 25 mg/L Cd P. azotoformans 45%
25 mg/L Pb 78%

0,2 mg/L. Hg 57%

Su et al. (2020) 30 mg/LPb  Rhodobacter sphaeroides 98%
0,8 mg/L Cd 67%

Sakpirom et al 23 mg/L Cd Rhodopseudomonas 84%
(2017) 262 mg/L Zn palustris 55%

CAPITULO 6 - CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, observou-se que as bactérias purpuras nao
sulfurosas, Rhodospirullum rubrum, Rhodobacter capsulatus e a co-cultura (1:1)
demonstraram ser eficientes na remocdo de metais pesados do efluente sintético
produzido no estudo.

Observou-se que a combinacdo das espécies garantiu resultados promissores,
sendo que essas alcangcaram as maiores taxas de remog¢ao em comparacao com as bactérias
isoladas.

Assim, para o efluente sintético contendo as concentragdes de 20 mg/L de cromo
(VD), 10 mg/L de cddmio e 10 mg/L de chumbo — definidas pelo planejamento
experimental como a condi¢do 6tima - a remogao foi de 100% (cromo hexavalente) e 83,2
% (cromo total), 30,1 % (cadmio) e 80,2 % (chumbo) para a co-cultura, indicando que a
associagdo das bactérias fotossintéticas foi promissora para o tratamento do efluente
contendo essas concentragdes de metais pesados.

Em todos os experimentos realizados, houve um aumento na biomassa bacteriana
e na produgao de pigmentos (carotenoides e bacterioclorofila a). Isso ¢ um fator intrigante,
pois, apesar do estresse metabodlico imposto as bactérias fototroficas na presenca de
metais pesados, elas ndo interromperam a produgdo de biomassa durante o periodo de
analise de 216 horas.

Por fim, foi possivel observar que em todos os experimentos realizados houve
acréscimo de biomassa das bactérias. Esse ¢ um fator interessante, pois mesmo com 0
estresse metabolico sofrido pelas BPNS na presenca dos metais pesados, elas ndo pararam

a producgdo de biomassa por completo durante as 216 horas analisadas.
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Sendo assim ¢ possivel afirmar que as BPNS possuem potencial para remogao de
cromo, cadmio e chumbo, podendo essas serem utilizadas em estudos e aplicagdes futuras

para o tratamento de efluentes com metais pesados.

CAPITULO 7 - SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Para futuros trabalhos com relacdo ao estudo do tratamento de efluentes
contaminados com metais pesados pelas BPNS, seria interessante:

e Avaliar a alteracdo de pH do meio durante a fermentagdo de forma a conhecer os
metabolitos produzidos pelas mesmas que propiciam o aumento desse parametro.

e Realizar um estudo com maiores concentragdes de biomassa;

e Utilizar uma associagcdo com outros microrganismos seria interessante, ja que com
a co-cultura das bactérias Rhodobacter capsulatus e Rodospirullum rubrum no
presente estudo, a remog¢ao dos metais pesados foi promissora;

e Investigar a juncdo de etapas fisico-quimicas como eletrodidlise, por exemplo,

seguidas das etapas biolodgicas para a remocao dos metais pesados;
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