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RESUMO 
 

A biorremediação tem sido vista como um método promissor para a remoção de metais 

pesados em efluentes contaminados. Com o uso de diversos microrganismos, 

pesquisadores afirmam a eficiência desses para o tratamento de efluentes, os quais 

garantem a redução de custos e o aumento da sustentabilidade em relação aos processos 

convencionais. Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a potencialidade 

das bactérias púrpuras não sulfurosas Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum 

na remoção de cromo hexavalente e total, cádmio e chumbo, na produção de pigmentos, 

bacterioclorofila e carotenoides, e na produção de biomassa. Um planejamento composto 

central foi proposto e analisado para a obtenção dos modelos descrevendo o 

comportamento das variáveis dependentes (concentração inicial de cromo, cádmio e 

chumbo) e independentes (remoção de cromo, cádmio e chumbo). Em seguida, as 

bactérias, Rhodobacter capsulatus, Rhodospirillum rubrum associadas (co-cultura), 

foram inoculadas em erlenmeyers de 500 mL na presença de efluente sintético constituído 

pelo meio RCV acrescido de metais pesados com concentrações iniciais de 20 mg/L de 

cromo (VI), 10 mg/L de cádmio e 10 mg/L de chumbo – condição ótima encontrada pelo 

planejamento experimental 23 - sob condições de anaerobiose, intensidade luminosa de 

5760 lux e tempo de duração do tratamento biológico de 216 horas. Para a co-cultura, as 

máximas remoções dos metais foram de 83,2 % para o cromo total, 30,1 % para o cádmio 

e 80,2 % para o chumbo. Observou-se que após 216 horas a biomassa bacteriana sofreu 

um acréscimo de 68% em relação ao valor inicial da concentração 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 concentrações iniciais de metais na 

condição do ponto central.  

 

Palavras-chave: Biorremediação; cromo hexavalente; cádmio; chumbo; bactérias 

púrpuras não 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 23 - 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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CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO 
 

A poluição ambiental possui efeitos avassaladores ao meio ambiente e aos seres 

humanos, sendo sua principal causa o desenvolvimento industrial e urbano não planejado, 

que negligencia a importância de um meio ambiente saudável. Tais atividades 

aumentaram fortemente os níveis de poluição por metais pesados, o que perturba o 

equilíbrio ecológico (WANG et al., 2018; ABARIKWU et al., 2017; POSTHUMA et al., 

2019). 

Diversos metais pesados tóxicos, como cromo (Cr), cádmio (Cd), zinco (Zn), 

cobre (Cu), níquel (Ni), chumbo (Pb), mercúrio (Hg) etc são constantemente utilizados 

em processos industriais que acabam contaminando o ecossistema (JAISHANKAR et al., 

2014). 

Estudos em todo o mundo relatam que os metais pesados estão presentes no meio 

ambiente acima dos valores definidos por várias agências de monitoramento ambiental. 

A poluição por metais pesados no meio ambiente tem aumentado cada vez mais, 

ocasionando consequentemente uma maior exposição dos seres vivos. A natureza não 

degradável desses tipos de metais torna-os uma ameaça potencial ao ser vivo. Esses 

metais tendem a circular dentro do ecossistema e bioacumular em vários níveis tróficos. 

O metal pesado ao entrar em seres vivos através do ar, água 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 nível de toxicidade, pode-se dar 

destaque ao cromo que é considerado um metal essencial envolvido no metabolismo da 

glicose em humanos e animais. Contudo, sua forma hexavalente é muito tóxica, 

possuindo propriedades carcinogênicas e mutagênicas (RAHMATY et al., 2011; 

MCNEILL et al. 2012). A forma trivalente é essencial ao metabolismo humano, sendo 

sua carência causadora de doenças (BATISTA; FREIRE, 2010). 

Outros metais pesados que também estão na lista de prejudiciais aos seres vivos 

são o cádmio e o chumbo. Segundo a Agência de Controle de Substâncias Tóxicas e 

Registro de Doenças dos EUA (ATSDR, 2019), o cádmio ocupa a sétima posição na lista 

de substâncias perigosas aos seres humanos, portanto é considerado um dos metais mais 

ecotóxicos, que apresentam efeitos adversos sobre todos os processos biológicos dos seres 

humanos, animais e plantas (GUYTON; HALL, 2006). O chumbo também é considerado 

um dos metais mais perigosos devido a sua severidade tóxica. É classicamente uma 

substância acumulativa crônica, sendo que dos vários órgãos afetados, o grande 
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prejudicado é o sistema nervoso central, podendo levar a morte dependendo da 

concentração no sangue (ATSDR, 2019). 

A redução da toxicidade de metais pesados é um grande desafio para todos os 

países desenvolvidos e em desenvolvimento. Muitas bactérias de ocorrência natural 

foram encontradas intimamente associadas ao processo de biorremediação, que remove 

metais pesados do ambiente e, assim, reduz a toxicidade. Devido à 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 comparação com os métodos de tratamento convencionais, a 

biossorção tem várias vantagens que incluem alta eficiência de remoção, capacidade de 

regeneração, baixo custo e probabilidade de recuperação de metal. A biossorção envolve 

materiais biológicos que são usados para formar complexos com metais pesados usando 

seus ligantes ou grupos funcionais (KRISHNANI et al., 2008). A alta relação área de 

superfície para volume demonstrada pelos microrganismos fornece uma grande interface 

de contato que permite uma maior interação entre os metais e o ambiente circundante 

(ZOUBOULIS et al., 2004). 

A utilização de microrganismos na remediação de metais pesados é um campo 

popular devido a várias características atrativas das bactérias, como tamanho pequeno e 

capacidade de crescer sob condições controladas (MOHAN et al., 2006). Neste contexto, 

o estudo teve o intuito de estudar a biorremediação de efluentes contendo metais pesados 

como cromo, cádmio e chumbo por meio do uso das bactérias fototróficas, Rhodobacter 

capsulatus e Rhodospirillum rubrum, analisando a capacidade de remoção dos metais 

pelas bactérias, o comportamento metabólico, o crescimento celular e síntese de 

pigmentos. 
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CAPÍTULO 2 - OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 
 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a biorremediação de efluente contendo 

cromo hexavalente, cádmio e chumbo, utilizando para tal as bactérias fototróficas 

Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum isoladamente e associadas na 

proporção de 1:1 (co-cultura).  

 

2.1.1 Objetivos Específicos 
 
Destacaram-se como objetivos específicos deste estudo: 

 

 Avaliar o potencial de uso das bactérias fototróficas isoladas e associadas, para a 

recuperação do efluente sintético contendo metais pesados; 

 Determinar a cinética de crescimento celular e a síntese de pigmentos;  

 Obter a eficiência de remoção de cromo hexavalente, cromo total, cádmio e 

chumbo nos sistemas fotofermentativos utilizados; 

 Verificar pelo planejamento experimental qual a condição ótima para recuperação 

dos efluentes contaminados contendo os metais cromo, cádmio e chumbo pela 

associação das bactérias púrpuras não sulfurosas; 
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CAPÍTULO 3 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Poluição hídrica por Metais Pesados 
 

O crescimento da atividade industrial tem gerado grandes consequências, sendo 

uma delas o aumento da quantidade de efluentes contaminados no meio ambiente. Esses 

efluentes são muitas vezes descartados em corpos hídricos, os quais são afetados 

diretamente e negativamente.  

 

Figura 3.1. Representação das principais indústrias causadoras de poluição ambiental 

por metais tóxicos. 

 

 
 

Como mostrado na Figura 3.1, processos como a metalurgia, a mineração, o 

tratamento de superfícies metálicas na galvanoplastia, a aplicação de pesticidas e 

fertilizantes em abundância estão entre os principais causadores de poluição ambiental 

por metais tóxicos (BRAVO, 2018). 

Produtos químicos perigosos, especialmente os que possuem metais pesados 

como arsênio (As), chumbo (Pb), zinco (Zn), selênio (Se), cobalto (Co), cromo (Cr), 

níquel (Ni), mercúrio (Hg), cádmio (Cd), cobre (Cu) e magnésio (Mn), são lançados nos 

corpos hídricos diariamente e mesmo em pequenas concentrações, geram riscos ao meio 

ambiente e à vida humana devido ao acúmulo e presença persistente nas cadeias 

alimentares, ingestão direta e absorção pelas plantas (EL-SHEIKH; ALSHAMALY, 2020; 

ENGWA et al., 2019; RIGBY; SMITH, 2020). 
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3.2 Metais Pesados 
 

3.2.1 Características Gerais 
 

Os metais são caracterizados como elementos que têm a capacidade de conduzir 

eletricidade, são brilhantes, têm maleabilidade e ductilidade, podem formar cátions e 

formar óxidos alcalinos. Dentre os 35 metais naturais existentes, 23 possuem alta 

densidade específica, acima de 5 g/cm3, sendo assim definidos como metais pesados com 

números atômicos entre 22-34 e 40-52 (DUFFUS, 2002; ZORODDU et al., 2019). Os 

metais pesados são tóxicos, afetam os organismos que entram em contato com esses, não 

são biodegradáveis na natureza e possuem a capacidade de alterar os sistemas enzimáticos 

e genéticos. Eles também são cancerígenos por natureza, ou seja, causam câncer 

(KUMAR; SAWHNEY; LAL, 2021). 

No meio ambiente, os metais pesados são naturais, geogênicos, litogênicos ou 

antropogênicos. Esses metais, quando encontrados por fontes naturais, possuem energias 

de ligação mais altas em relação aos de fontes antropogênicas. Os processos naturais 

como erosões, erupções vulcânicas, cometas e intemperismo de minerais são alguns 

exemplos conhecidos por provocarem a presença desses metais no ecossistema (PUJARI; 

KAPOOR, 2021).  

Na crosta terrestre, esses metais estão presentes em minérios que são recuperados 

durante as atividades de mineração como minerais. Os metais pesados que geralmente 

são liberados desses minérios durante essas atividades, acabam se espalhando no meio 

ambiente, sendo assim transportados pelos solos, corpos hídricos e pelo ar para outras 

áreas (KRISHNA; MOHAN, 2016). 

Metais como magnésio (Mg), níquel (Ni), cromo (Cr3+), cobre (Cu), cálcio (Ca), 

manganês (Mn), sódio (Na) e zinco (Zn) são elementos, os quais em pequenas 

quantidades, são considerados vitais para o bom funcionamento dos seres vivos. Já os 

metais pesados como alumínio (Al), chumbo (Pb), cádmio (Cd), cromo (Cr6+) ouro (Au), 

mercúrio (Hg) e prata (Ag) são tóxicos e não essenciais para esses seres (LAKHERWAL, 

2014; IGIRI et al., 2018; SIDDIQUEE et. al, 2015). 

As propriedades tóxicas dos metais pesados permitem com que esses interajam 

com proteínas nucleares e DNA, fazendo que macromoléculas biológicas dos seres vivos 

se deteriorem oxidativamente. Alguns metais podem produzir radicais reativos que 

resultam em danos ao DNA, peroxidação lipídica, entre outros. Os efeitos adversos 
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tóxicos do metal incluem neurotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (BRIFFA 

et al., 2020). 

Assim, um mesmo metal (dependendo da concentração) pode ser necessário ou 

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

isso é possível encontrar elementos os quais não são considerados tóxicos, mais que em 

altas concentrações causam doenças e elementos que são tóxicos, porém em 

concentrações muito baixas nos seres vivos, são essenciais para esses (KUMAR et al., 

2021). 

Baseando-se em sua concentração no corpo humano, os elementos são 

classificados em três grupos, conforme descrito no Quadro 3.1. 

 

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

concentração. 

Macroelementos 

Concentração no organismo é superior a 0,01% 

Incluem hidrogênio, carbono, nitrogênio, oxigênio, cálcio, 

potássio, fósforo, enxofre, sódio, cloro e magnésio 

Encontrados no corpo em g a kg 

Elementos-traço 

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

Incluem ferro, cobre, zinco, flúor, estrôncio, molibdênio, 

bromo, silício, césio, iodo, manganês, boro, alumínio, 

chumbo, cádmio e rubídio 

Encontrados no corpo em mg a g 

Elementos-

ultratraços 

Concentração no organismo é inferior a 0,000001% 

Incluem selênio, titânio, cromo, cobalto, vanádio, arsênico, 

níquel, lítio, bário, prata, estanho, berílio, gálio, germânio, 

mercúrio, escândio, zircônio, bismuto, antimônio, urânio, 

tório e rênio 

Encontrados no corpo em µg a mg 

  Fonte: KUMAR et al., 2021. 

3.2.2 Cromo 

 
O cromo entra no ecossistema por meio de fontes naturais ou antropogênicas e é 

reciclado pelo ciclo geoquímico para equilibrar seus níveis no meio ambiente 
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(PUSHKAR et al., 2021). Esse metal é o vigésimo primeiro elemento mais abundante na 

crosta terrestre, pertence ao grupo VI-B da tabela periódica e é conhecido como um 

elemento de transição. Devido a sua natureza altamente oxidante, o cromo costuma ser 

encontrado em combinação com o oxigênio (O) e o flúor (F) (KANAGARAJ; ELANGO, 

2019; MATHUR; KALAJI; JAJOO, 2016; KUMAR et al., 2021). A Quadro 3.2 mostra 

as principais propriedades e utilizações do cromo. 

 

Quadro 3.2. Propriedades e usos do cromo. 

Propriedades 

Densidade: 7,15 g/cm3 

21º elemento mais abundante na superfície da 

Terra 

Extraído como um minério de cromita 

conhecido como chumbo vermelho siberiano 

Duro 

Brilhante, cinza-aço 

Metal ativo 

Reage com a maioria dos ácidos 

Forma uma camada de óxido de cromo (III) 

tornando o metal menos corrosivo 

Usos 

Ligas 

Cerâmicas metálicas 

Galvanoplastia 

Curtimento de couro 

Fabricação de rubis sintéticos 

Tintas 

Os sais de cromo são usados para colorir o 

vidro verde 

Fonte alimentar 

Frutas e legumes 

Leveduras 

Carnes 

Marisco 

Grãos 

Fonte: Adaptado de BRIFFA et al., 2020. 
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Dentre as várias espécies desse elemento, estão o cromo hexavalente (Cr+6) e o 

trivalente (Cr+3), sendo esses predominantes na natureza, pois são mais estáveis do que 

as outras espécies do metal (MONALISA; KUMAR, 2013). O cromo trivalente (Cr+3) é 

menos tóxico e é considerado um oligoelemento essencial necessário para glicose, 

lipídios e metabolismo de aminoácidos. Já o cromo hexavalente (Cr+6) é mais tóxico e 

interage com as biomoléculas presentes no citoplasma da célula, permeando-se 

rapidamente na membrana biológica do organismo. Essa espécie, em condições ácidas, 

está presente na forma de dicromato (Cr2O2
-7) enquanto em condições alcalinas é 

encontrado principalmente como cromato (CrO-4) (BHARAGAVA; MISHRA, 2018; MA 

et al., 2019; SRINATH et al., 2002). 

 
3.2.2.1 Toxicidade do Cromo 
 

O cromo hexavalente (Cr6+) foi designado pela Agência de Proteção Ambiental 

dos EUA (USEPA) como um dos principais poluentes entre os metais (BHARAGAVA; 

MISHRA, 2018). As propriedades mutagênicas e cancerígenas do cromo permitem que o 

elemento receba o título de carcinogênico humano do Grupo A pela Agência Internacional 

de Pesquisa sobre o Câncer (IARC).  

O cromo hexavalente (Cr+6) pode ser reduzido para cromo pentavalente (Cr+5), 

tetravalente (Cr+4) ou trivalente (Cr+3). O cromo hexavalente tem o caráter mais tóxico, 

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 interrupção da função 

celular. A dose letal (DL50 - dose necessária de uma dada substância ou tipo de radiação 

para matar 50% de uma população em teste) de Cr+6 por ingestão oral em ratos, varia de 

50 a 100 mg/kg, valor menor quando comparado ao DL50 de Cr+3 entre 1900 e 3300 

mg/kg (VENDRUSCOLO et al., 2017; WANG et al., 2017). 

O cromo hexavalente (Cr+6), quando inalado em altas concentrações, pode causar 

reações alérgicas, irritação no revestimento do nariz e úlceras nasais. Outras doenças 

geradas por esse metal são anemia, úlceras no intestino delgado e no estômago, danos no 

sistema reprodutor masculino, problemas cardiovasculares, respiratórios, hematológicos, 

renais, hepáticos 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, são expostos alguns dos efeitos causados pela inalação, contato 

ou ingestão de cromo hexavalente por humanos. 

 

Quadro 3.3. Efeitos causados pelo cromo hexavalente no organismo. 

Efeitos do cromo hexavalente (VI) sobre humanos 

Ingestão oral 
 

Úlcera gastrointestinal 

Náuseas e vômitos 

Febre 

Diarreia 

Vertigem 

Nefrite tóxica 

Danos no fígado 

Coma 

Morte (geralmente em 1-3g) 

Inalação 
ou contato repetido com a pele 

 

Dermatite de contato alérgica e eczema 

Gengivite 

Irritação das membranas mucosas 

Bronquite 

Doença hepática e renal 

Sinusite 

Pneumonia 

Câncer de pulmão 

Furos cromados, principalmente nos 

antebraços, mãos, dedos e nariz 

Fonte: Adaptado de BRIFFA et al., 2020. 
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3.2.3 Cádmio 
 

O cádmio (Cd) pode ser encontrado naturalmente no solo e em minerais como 

sulfeto, sulfato, carbonato, cloreto e sais de hidróxido, bem como na água. Sua presença 

nos corpos hídricos é elevada, devido a diversas atividades antropogênicas (mineração, 

emissão de resíduos, aplicação de fertilizantes) responsáveis pelo depósito do metal no 

meio ambiente (YANG et al., 2018). A Figura 3.2 mostra a distribuição dos produtos 

fabricados com o cádmio pelas indústrias. 

Figura 3.2. Produtos de consumo do cádmio. 
 

Fonte: ATSDR, 2012. 

 

Por ser considerado tóxico, o cádmio pode causar sérios riscos à saúde humana. É 

um elemento não essencial e prejudicial ao homem e ao meio ambiente. Desde o 

surgimento da doença Itai-itai, na qual centenas de pessoas foram envenenadas por 

cádmio no Japão em 1912, a toxicidade do cádmio gerou grande atenção do público, 

governos e cientistas (LIU et al., 2015). 

O tempo de meia-vida biológica desse metal é cerca de 5 a 30 anos. Os seres 

humanos que são expostos ao cádmio, podem sofrer danos no fígado, rins, ossos e 

testículos, os quais são considerados mais sensíveis (KHAN et al., 2019; WANG et al., 

2021; XIE et al., 2021).  

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

Propriedades 

Densidade: 8,69 g/cm3 

64º metal mais abundante 

Encontrado frequentemente em combinação 

com zinco 

O único mineral encontrado é Greenockite, 

que é composto de cádmio e enxofre 

Metal prateado com tom azulado 

Usos 

Fertilizante fosfatado 

Pesticidas 

Baterias de níquel-cádmio 

Pigmentação de vidraria 

Revestimento resistente à corrosão 

Estabilizador na produção de plástico 

Reatores nucleares 

Fonte de alimento 

Marisco, mexilhões 

Algas secas 

Cogumelos 

Fígado 

Camarões 

Fonte: Adaptado de BRIFFA et al., 2020. 

 

3.2.3.1 Toxicidade do cádmio 
 

A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC) classificou o Cd em 

carcinógenos do grupo 1 (ANDJELKOVIC et al., 2019). 

A exposição prolongada ou repetida de cádmio para os seres humanos pode causar 

danos nos testículos, distúrbios no fígado, nos rins, sistema respiratório e pulmões 

(KUMAR et al., 2021). Os mecanismos moleculares de toxicidade do Cd para o fígado 

são principalmente a inativação de sulfidrilas, estresse oxidativo, disfunção mitocondrial 

e apoptose celular (HUANG et al., 2017). 

Os efeitos para a saúde humana devido ao cádmio são exacerbados, pois o 

organismo não consegue excretar grandes quantidade do metal. De fato, o cádmio é 
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reabsorvido pelo rim, limitando assim sua excreção. Em curto prazo, a inalação de cádmio 

pode causar graves danos aos pulmões e irritação respiratória, enquanto sua ingestão em 

doses mais altas pode causar irritação estomacal resultando em vômitos e diarreia. A 

exposição prolongada ao cádmio leva à sua deposição nos ossos e pulmões (BERNARD 

et al., 2008; ENGWA et al., 2019). A Figura 3.3 representa um esquema dos efeitos 

causados pela entrada de cádmio no corpo humano. 

Figura 3.3. Representação esquemática da ingestão e inalação de cádmio no corpo 
humano. 

 

Portanto, altas concentrações desse metal pode sobrecarregar a capacidade dos 

órgãos do corpo humano e dos animais de realizarem suas funções normalmente, sendo 

considerado um metal altamente nocivo a saúde e não essencial, o qual deve ser 

descartado no ecossistema de forma segura e regulamentada para que não haja futuros 

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

O chumbo é caracterizado como um metal pesado, tóxico, com alta maleabilidade, 

ductilidade, baixo ponto de fusão, possuindo uma ampla gama de aplicações na indústria, 

agricultura e uso doméstico. Esse elemento consiste em um metal pesado não 

biodegradável, sendo um dos principais poluentes responsáveis pela poluição do solo, da 

água e da atmosfera, prejudicial à vida aquática e humana mesmo em baixa concentração 

(BLANCO et al., 2021; DASHARATHY et al., 2022). 

O chumbo pode reagir com ácidos e bases formando, geralmente, ligações 

covalentes. A maioria de seus compostos são encontrados nos estados de oxidação +2, 

comum entre os membros mais leves de carbono. Com o carbono, o chumbo forma 

compostos orgânicos de chumbo, os quais possuem certa limitação devido aos efeitos 

tóxicos desses (ABDULLA, 2020). 

Esse metal é 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 aço, pigmentos de chumbo são comumente usados 

como tintas antiferrugem. O Pb3O4 é mais comumente usado como primer, mas o 

Ca2PbO4 é particularmente usado para aço galvanizado. O cromato de chumbo, PbCrO4, 

é amplamente utilizado como ingrediente em muitas tintas verdes e plásticos coloridos 

(KUMAR et al., 2021). A seguir, o Quadro 3.5 exibe quais são as propriedades e 

utilizações do chumbo. 

 

Quadro 3.5. Propriedades e usos do chumbo. 

Propriedades 

Densidade: 11,3 g/cm3 

37º metal mais abundante 

Encontrado em um minério conhecido como 

galena, que é composto de sulfeto de chumbo 

e pode ser combinado com prata, zinco e cobre 

Metal cinza prateado fosco 

Macio 

Tóxico  

Facilmente trabalhado 

Não biodegradável 
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Usos 

Tinturas de cabelo 

Esmaltes de chumbo de cerâmica 

Inseticidas 

Baterias de chumbo-ácido em carros 

Folhas de tela de computador para proteger da 

radiação 

Munições e projéteis 

Vidro de cristal de chumbo 

Cobertura de cabos 

Equipamentos esportivos 

Cintos de peso para mergulhadores 

Recipiente para líquidos corrosivos 

Em edifícios para coberturas 

Vitrais 

Tubulação de chumbo 

Fonte alimentar 

Grãos 

Frutos do mar 

Carne vermelha 

Vinho 

Refrigerantes 

Frutas e legumes 

Fonte: Adaptado de BRIFFA et al., 2020. 

 

3.2.4.1 Toxicidade do chumbo 
 

A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer e a Agência de Proteção 

Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) distinguiram os compostos inorgânicos de 

chumbo no grupo 2A (prováveis carcinógenos humanos). A Diretiva da Comunidade 

Europeia e a Organização Mundial da Saúde estabeleceram os limites máximos aceitáveis 

de chumbo na água da torneira como 10 µg/L (ABDULLA, 2020; CHOWDHURY et al., 

2022). 

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

causar efeitos nocivos ao sistema nervoso, cérebro e rins. Em casos leves, perda de 
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apetite, insônia, inquietação e problemas gastrointestinais são observados (KUMAR et 

al., 2021). A intoxicação por chumbo está principalmente relacionada ao trato 

gastrointestinal e ao sistema nervoso central em crianças e adultos, podendo ser aguda ou 

crônica (MARTIN; GRISWOLD, 2009; ENGWA et al., 2019). 

Segundo o perfil toxicológico para o chumbo fornecido pela Agência de 

Substâncias Tóxicas e Registro de Doenças (ATSDR), diversos efeitos são causados pela 

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

 
Figura 3.4. Efeitos causados pela exposição ao chumbo. 

 

 

 

3.3 Legislação Ambiental 
 

Efluentes com metais pesados devem ser descartados de acordo com a legislação 

ambiental vigente para que não haja contaminação dos corpos hídricos e dos solos.  

Dentre as legislações ambientais das cidades do Brasil, o Programa de 

Recebimento e Monitoramento de Efluentes não-domésticos no Município de 

Uberlândia-MG (PREMEND), é destinado às pessoas jurídicas instaladas nesse 
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município que produzem e lançam efluentes não-domésticos no Sistema Público de 

Esgoto provido de Estação de Tratamento. 

Já o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) é o órgão consultivo e 

deliberativo do Sistema Nacional do Meio Ambiente (SISNAMA), foi instituído pela Lei 

6.938/81, que dispõe sobre a Política Nacional do Meio Ambiente, regulamentada pelo 

Decreto 99.274/90. O órgão estabelece normas e critérios para o licenciamento de 

atividades efetiva ou potencialmente poluidoras no Brasil. 

Na Tabela 3.6, estão os valores permitidos para os metais, cromo, cádmio e 

chumbo, na água doce e nos efluentes industriais de acordo com os órgãos do município 

de Uberlândia (PREMEND), do CONAMA e dos principais órgãos internacionais da 

Índia (Bureau of Indian Standard) e das Nações Unidas (World Health Organization). 

 

Tabela 3.6. Limites máximos permitidos de cromo, cádmio e chumbo conforme 

algumas legislações. 

Agências Água Efluente Industrial 

CONAMA 

0,001 mg/L (Cd total) 

0,01 mg/L (Pb total) 

0,05 mg/ L (Cr3+) 

0,2 mg/L (Cd total) 

0,5 mg/L (Pb total) 

0,1 mg/L (Cr6+) 

1,0 mg/ L (Cr3+) 

PREMEND - 

1,5 mg/L (Cd total) 

1,5 mg/L (Pb total) 

0,5 mg/L (Cr6+) 

5 mg/ L (Cr total) 

Bureau of Indian 

Standard (BIS) 

0,003 mg/L (Cd total) 

0,01 mg/L (Pb total) 

0,05 mg/L (Cr total) 

1,0 mg/L (Cd total) 

1,0 mg/L (Pb total) 

2,0 mg/L (Cr total) 

World Health 

Organization (WHO) 

0,003 mg/L (Cd total) 

0,01 mg/L (Pb total) 

0,05 mg/L (Cr total) 
- 

 
De acordo com os limites estabelecidos por cada legislação, é possível perceber 

que os valores para os metais pesados são baixíssimos, sendo assim necessário garantir 

que os efluentes descartados nos corpos hídricos e solos recebam o tratamento adequado, 

de forma que o meio ambiente não seja prejudicado com o acúmulo desses elementos. 
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Portanto, os tópicos a seguir demonstram quais são as formas de tratamento dos 

efluentes industriais e quais são ideias para a redução do impacto ambiental atualmente. 

 

3.4 Recuperação de efluentes contaminados com metais pesados 
 

A característica não-biodegradável dos metais pesados e seus efeitos tóxicos são 

vistos como uma ameaça para os seres vivos e para o meio ambiente que são diretamente 

afetados. A urgência para a remoção desses metais dos efluentes industriais aumenta a 

cada ano e, consequentemente, diversas tecnologias estão sendo desenvolvidas para 

diminuir suas concentrações ou eliminá-los dos corpos receptores de efluentes. 

Processos químicos, físicos e biológicos fornecem diversas maneiras para a 

redução de poluentes tóxicos no meio ambiente, os quais possuem propriedades 

específicas, tanto quanto vantagens e desvantagens para o emprego no tratamento de 

resíduos contendo metais pesados. 

 

3.4.1 Processos Convencionais: Físicos e Químicos 
 

Com o avanço da tecnologia, diversas combinações de métodos foram 

desenvolvidas a fim de atingir o objetivo de uma remediação eficaz. Os métodos de 

remediação de metais pesados mais globalmente aceitos e usados rotineiramente são 

adsorção, precipitação, filtração, troca iônica e coagulação (EL-SHEIKH et al., 2019; 

KANAMARLAPUDI et al., 2018; MURNANE et al., 2019; KAPAHI; SACHDEVA, 

2019; FATHOLLAHI et al., 2021). 

Processos físico-químicos como a precipitação química, troca iônica, adsorção e 

métodos atuais (como a eletrodiálise, nanofiltração, entre outros) mostrados na Figura 

3.5, foram desenvolvidos para remover íons de metais pesados de áreas poluídas, que se 

concentram na redução da biodisponibilidade do metal, transformando o metal pesado em 

seu estado inativo (AZIMI et al., 2017; FANG et al., 2017).  

A eletrodiálise é uma técnica de separação que emprega membranas íon-seletivas 

como agente de separação. Os íons são transportados através das membranas íon-

seletivas, de uma solução para outra, por ação do campo elétrico. O campo elétrico atua 

como força motriz para a migração da espécie e pode promover ou reduzir a migração, 

remoção e recuperação. Essa técnica possui suas vantagens, mas também desvantagens 

como grande consumo de energia e baixa seletividade (JUVE et al., 2022).  



28 
 

 

Já a precipitação química é 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 poluição secundária. A resina de troca iônica para 

tratamento de metais pesados tem alta eficiência de remoção, porém a maioria das 

técnicas é utilizada em meio ácido, limitando sua aplicação (ZAMRI et al., 2017).  

 

Figura 3.5. Métodos físico-químicos para o tratamento de efluentes com metais 

pesados. 

 
Fonte: Adaptado de AZIMI et al., 2017. 

 

Portanto, os métodos tradicionais de remediação de metais pesados têm várias 

limitações, incluindo a produção de lodo químico tóxico e não ecologicamente correto 

além da geração de outros produtos químicos perigosos que, por sua vez, causam 

poluição. Assim, o custo elevado e o problema de descarte de resíduos associado a esses 

métodos os tornam inviáveis (VIJAYARAJ et al., 2018; ELAHI et al., 2019; YIN et al., 

2019). 

Por outro lado, os métodos biológicos para a remediação de metais pesados vêm 

se mostrando mais apropriados, os quais envolvem o uso de mecanismos e processos 

biológicos com a utilização de microrganismos vivos ou mortos visando uma tecnologia 

eficaz e ecologicamente sustentável (ELAHI et al., 2019).  
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3.4.2 Processos Biológicos 
 

Processos que utilizam microrganismos para o tratamento de efluentes 

contaminados com metais pesados são caracterizados como biológicos. Esses seres 

possuem crescimento rápido e se adaptam a condições adversas, os quais têm sido 

amplamente utilizados em aplicações biotecnológicas como biosorventes. 

O uso de biosorventes na remoção de Cr (VI), por exemplo, é uma técnica 

promissora quando comparada às técnicas convencionais citadas anteriormente.  

Bactérias, fungos, leveduras, microalgas e cianobactérias desempenham papel importante 

na biorremediação de solos, águas e efluentes contaminados, pois são ferramentas 

biotecnológicas de baixo custo para o tratamento de grandes volumes de efluentes 

(VENDRUSCOLO et al., 2017).  

Esses processos biológicos são utilizados para a biorremediação de uma variedade 

de metais pesados. Dentre eles os principais são a bioacumulação, a biossorção, a 

fitorremediação e a bioaumentação, os quais possuem caráter mais ecológico e mais 

econômicos do que os processos físico-químicos, devido à fácil disponibilidade no meio 

ambiente (CAI et al., 2019; ALAM et al., 2015; SAAVEDRA et al., 2019). 

A biossorção, por exemplo, é um processo físico-químico no qual os metais 

pesados são removidos da água contaminada por troca iônica, complexação de superfície, 

quelação e coordenação de íons metálicos usando adsorventes biológicos. Em geral, a 

biossorção é considerada um método de remediação eficiente, barato e ambientalmente 

amigável para remoção de metais pesados de águas contaminadas (BILAL et al., 2018; 

MICHALAK et al., 2013). 

Portanto, diversos microrganismos convertem formas ativas de metais pesados 

para um estágio inativo (YIN et al., 2019). Algumas bactérias e microalgas são potenciais 

biossorventes de compostos inorgânicos, incluindo metais pesados, devido à sua 

afinidade elevada e cinética de adsorção rápida (ASLAM et al., 2019; BILAL et al., 

2018). 

 

3.4.2.1 Biorremediação por microrganismos 
 

A biorremediação depende de atividades microbianas e tem recebido atenção 

considerável devido à sua diversidade, versatilidade e adaptabilidade ambiental. 

Consequentemente, a biorremediação é considerada uma alternativa viável, mais 
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econômica e ecologicamente correta quando comparada aos processos convencionais, 

especialmente para o tratamento de baixas concentrações de Cr (VI), 10 - 200 mg/L (SU 

et al., 2021; TAN et al., 2020; ZHU et al., 2020). 

A remediação microbiana de íons de metais pesados é realizada para minimizar 

sua toxicidade ao meio ambiente e corpos aquáticos, utilizando algas ou bactérias que 

captam íons metálicos através dos grupos funcionais presentes em sua superfície. Em 

certos casos, os íons metálicos podem ser transformados de sua forma tóxica para o 

estágio redox inativo. Como resultado, a toxicidade pode ser eficientemente reduzida pela 

biorremediação microbiana (UMMALYMA; SINGH, 2021). 

A remoção de metais pesados do tratamento de efluentes por biossorção se deve 

principalmente à ocorrência de muitos grupos funcionais nas paredes celulares de 

organismos que auxiliam na absorção, degradação e neutralização de elementos tóxicos 

da água (ZERAATKAR et al., 2016). Dentre esses grupos funcionais, amina, hidroxila, 

carbonila, sulfidrila e fosfonatos são os responsáveis pela adsorção dos metais nos 

revestimentos viscosos de polissacarídeos bacterianos. Metais como chumbo (II), cromo 

(IV) e cobre (II) podem ser acumulados via grupos carboxila e amino com a ajuda do 

deslocamento de prótons (DOBROWOLSKI et al., 2017). 

Estudos mostraram que grupos carboxila associados a substâncias poliméricas 

extracelulares auxiliam na ligação de metais pesados e o bloqueio do grupo carbonila 

resultou em diminuição na ligação do metal. Durante a protonação, o grupo amina pode 

ser carregado positivamente e formar complexos metálicos que são carregados 

negativamente. Esse grupo é geralmente encontrado associado à quitina e polissacarídeos 

que contribuem para a adsorção 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 reação convertendo os 

metais em metalóides. Assim o tratamento de efluentes contaminados com cromo, por 

exemplo, consiste na modificação de Cr (VI) para Cr (III) por esses microrganismos, os 

quais realizam transformações enzimáticas para a remediação do metal pesado (HAN et 

al., 2017). 

A biomassa da bactéria Arthrobacter viscosus, foi utilizada para converter Cr (VI) 

em Cr (III) na água. Quando a concentração inicial de cromo foi inferior a 100 mg/L, 

100% de eficiência de remoção foi obtida em pH altamente ácido (HLIHOR et al., 2017). 

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

qual demonstrou ser resistente a esse metal (MUKKATA et al., 2019). A resistência ao 
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arsênio em Rhodopseudomonas palustris C1 (NOOKONGBUT et al., 2020) e resistência 

ao chumbo por Rhodobacter sphaeroides também foram relatadas nos estudos (LI et al., 

2016). 

Alguns fatores são cruciais para uma alta eficiência de remoção dos metais 

pesados e para o bom funcionamento do metabolismo dos microrganismos. Entre esses, 

se encontram a concentração inicial dos metais desejados para a biorremediação, pH do 

meio em que esses se encontram, temperatura, tempo de contato e concentração dos 

biosorventes. 

A concentração de metais pode ter caráter inibitório ou estimulante para os 

microrganismos, sendo determinado pela concentração de íons metálicos, suas formas 

químicas etc. Já o pH é um fator muito importante, pois quando esse se encontra mais 

baixo, os metais formam espécies iônicas livres com mais prótons disponíveis para saturar 

os sítios de ligação do metal e quando mais alto, a superfície do adsorvente é carregada 

positivamente, o que reduz a interação entre os cátions metálicos e o adsorvente (IGIRI 

et al., 2018). 

Os sítios de ligação ativos e grupos funcionais disponíveis na superfície de 

biosorventes, são afetados pela concentração inicial de íons metálicos. Assim, 

concentrações 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-análise, foram avaliadas as eficiências de biossorção de 

diferentes cepas bacterianas para Cu (II), Cd (II), Zn (II), Cr (III), Mn (II), Pb (II) e Ni 

(II). As eficiências da biomassa bacteriana para remoção de metal pesado resultaram que 

Cd (II) > Cr (III) > Pb (II) > Zn (II) > Cu (II) > Ni (II) > Mn (II). A máxima eficiência de 

biossorção das cepas bacterianas para Cd (II), Pb (II) e Zn (II) foi alcançada em valores 

de pH entre 6 e 7,5 e em altas temperaturas (>35 °C) as eficiências de remoção de Cu (II) 

e Zn (II) foram reduzidas enquanto as eficiências de íons de Cd (II) e Cr (III) aumentaram 

(FATHOLLAHI et al., 2021). 

3.5 Bactérias púrpuras não sulfurosas  
 

Capazes de biosorver metais pesados, as bactérias são microrganismos pequenos 

que sobrevivem em condições ambientais adversas e estão abundantemente disponíveis 

na natureza. Devido à sua alta taxa de multiplicação, tempo de cultivo relativamente curto 
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e cqrescimento favoráveis em espaços pequenos, esses seres são vistos como vantajosos 

para o tratamento de efluentes considerados tóxicos (UMMALYMA; SINGH, 2021). 

Dentre os diversos tipos de bactérias, existe uma classe que merece destaque: as 

bactérias fotossintéticas, as quais são divididas em quatro famílias principais 

(BLANKENSHIP et al., 1995): 

 Rhodospirillaceae (bactérias púrpuras não sulfurosas, BPNS); 

 Chromatiaceae (bactérias púrpuras sulfurosas, BPS); 

 Chlorobiaceae (bactérias sulfurosas verdes, BSV); 

 Chloroflexaceae (bactérias de enxofre verde filamentosas deslizantes, 

BFV); 

As bactérias fotossintéticas não são tóxicas e são utilizadas como fertilizantes, 

ração animal e ingredientes funcionais nas indústrias agrícolas, alimentícias e 

farmacêuticas (BLANKENSHIP et al., 1995). 

Esses microrganismos são os primeiros procariontes com sistema primitivo de 

síntese de fotoenergia na Terra. Elas têm a capacidade de crescer fototroficamente ao 

invés de fotossinteticamente, sendo sua característica mais notável o uso da luz como 

condutor de energia e de compostos orgânicos de carbono, sulfetos (como S-2 ou S2O3
-2) 

ou H2 como doadores de hidrogênio para fixar CO2 ou H2 como doadores de hidrogênio 

para fixar CO2 para fotossíntese anoxigênica. Todo o processo não requer H2O como 

doador de elétrons, nem libera O2 (CHEN et al., 2020; PUYOL et al., 2017). 

São conhecidos, aproximadamente, cerca de 50 gêneros de bactérias púrpuras, as 

quais 20 gêneros pertencem à família das BPNS.  

As BPS e BPNS diferem entre si quanto ao metabolismo e filogenia. As BPS 

podem realizar fotoautotrofia de forma mais eficaz em comparação com a 

fotoheterotrofia, mas não podem crescer no escuro. Já as BPNS conseguem crescer na 

ausência de luz, pois são capazes de realizar ambos os tipos de vias metabólicas, ou seja, 

fotoautotrofia e fotoheterotrofia (MADIGAN; JUNG, 2009). 

 

3.5.1 Habitat Natural 
 

As bactérias púrpuras não sulfurosas (BPNS) habitam cerca de 11% dos habitats 

marinhos. Elas estão amplamente distribuídas nos solos, lodo ativado, pântanos e regiões 

costeiras (IDRIS, 2014; OVERMANN; GARCIA-PICHEL, 2006).  
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Habitats considerados incomuns para essas bactérias incluem ambientes quentes, 

altamente salinos, ácidos e alcalinos. Além disso, fatores como quantidade de luz, 

concentrações de oxigênio, nutrientes e compostos orgânicos disponíveis no meio são 

cruciais para o crescimento e desenvolvimento das BPNS. 

  

3.5.2 Pigmentação 
 

As BPNS possuem pigmentos característicos que são conhecidos como 

bacterioclorofilas e carotenóides. Esses pigmentos auxiliam no reconhecimento 

macroscópico e na caracterização desses microrganismos além de apontarem sobre as 

condições operacionais empregadas no cultivo (ASIF et al., 2021).  

Esses dois pigmentos são os principais captadores de luz dessas bactérias e 

desempenham um papel importante na captura e transferência de energia luminosa em 

energia química para o crescimento dessas. Assim, as condições de luz podem ter grandes 

efeitos na produção 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, c e d, e cada uma tem comprimento de 

onda entre 714 e 1050 nm. Os carotenóides são pigmentos captadores de luz que ampliam 

o espectro de utilização das BPNS, os quais possuem comprimento de onda entre 450 e 

550 nm (HUNTER et al., 2009). 

 

3.5.3 Variedade metabólica  
 

As BPNS são capazes de se adaptarem a diversas condições para sobreviver, sendo 

essa característica um diferencial em relação as outras famílias, tornando-as 

metabolicamente versáteis. Assim, elas conseguem atuar entre diferentes modos de 

metabolismo, alternando entre fotoautotrófico a fotoheterotrófico e quimioautotrófico. 

Predominantemente, elas são fotoheterotróficos em condições anaeróbicas. Nesse modo, 

elas utilizam compostos orgânicos como doadores de elétrons na presença de luz (ASIF 

et al., 2021; PORETSKY, 2003). O Quadro 3.7 traz um resumo das características 

específicas das BPNS e de suas variabilidades metabólicas.  
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Quadro 3.7. Principais características das bactérias púrpuras não sulfurosas (BPNS). 

Itens 
Rhodospirillaceae (bactérias púrpuras 

não sulfurosas - BPNS) 

Habitats típicos 

Efluentes orgânicos (lagoas de resíduos, 

esgoto), solo, ambiente rico em substâncias 

orgânicas, pântanos e regiões 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 metabólicas do carbono 
Ciclo de três ácidos carboxílicos (TAC) 

Entner-Doudoroff (ED) 

Via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) 

Demanda de iluminação-oxigênio 
Luz-anaeróbio/ luz-microaerobio/ luz-

aeróbio/ escuro-aerobio/ escuro-anaerobio 

Fonte de carbono 
Todos os tipos de carbono orgânico de ácido 

graxo volátil molecular pequeno 

Doador de hidrogênio Todos os tipos de carbono orgânico 

Doador de elétrons 

Matérias inorgânicas: não pode utilizar S; 

Matérias orgânicas: ácidos graxos de 

moléculas pequenas, etanol 

Utilização de S Não pode utilizar S 

Sensibilidade Sensível ao H2S 

Gêneros típicos de bactérias 
Rhodospirillum, Rhodopseudomonas, 

Rhodobacter 

Forma e motilidade Varetas, esféricas e móveis 

 
Fonte: Adaptado de LU et al., 2019. 

 

3.5.4 Rhodobacter capsulatus e Rhodospirullum rubrum 
 

As bactérias púrpuras não sulfurosas, Rhodobacter capsulatus e Rhodospirullum 

rubrum foram utilizadas no presente estudo para a remoção de metais pesados.  
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A Rhodobacter capsulatus é uma bactéria Gram-negativa púrpura não-sulfurosa. 

Segundo Madigan & Jung (2009), a R. capsulatus, Figura 3.6, é considerada versátil, 

devido a sua variedade metabólica alternando-se facilmente de acordo com seus 

ambientes. Esta espécie cresce fototroficamente utilizando compostos orgânicos na 

presença de luz. Ela muda seu metabolismo para quimiotrofia e fermentação em 

condições escuras. 

No modo de crescimento fotoheterotrófico, a R. capsulatus pode converter 

pequenos ácidos orgânicos em biohidrogênio pela atividade da enzima nitrogenase 

(SAĞIR et al., 2018). A principal função da nitrogenase é fixar o nitrogênio molecular 

em amônia e o hidrogênio é gerado como subproduto dessa reação. Na ausência de 

nitrogênio molecular, no entanto, a nitrogenase produz exclusivamente hidrogênio 

(MCKINLAY; HARWOOD, 2010). 

 

Figura 3.6. Células da bactéria Rhodobacter capsulatus, em vista microscópica. 

 
Fonte: Microbewiki, 2010. 

 

De acordo com Munk et al. (2011), as células bacterianas da espécie 

Rhodospirullum rubrum, do gênero Rhodospirillum, que é o gênero da família 

Rhodospirillaceae na classe Alphaproteobacteria são caracterizadas como Gram-

negativa, móveis, vibrióides e curtas em forma de espiral com um tamanho de 0,8-1 µm, 

conforme exibe a Figura 3.7. As colônias são de cor púrpura porque as células contêm um 

pigmento carotenóide necessário para coletar energia luminosa para a fotossíntese. Essa 

bactéria não produz oxigênio, mas enxofre elementar como subproduto da fotossíntese, 

utilizando a bacterioclorofila, que permite a absorção de luz em comprimentos de onda 

maiores que os absorvidos pelas plantas. 
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A Rhodospirullum rubrum, é uma bactéria anaeróbia facultativa. Sendo assim, 

dependendo da presença de oxigênio, pode sofrer fermentação alcoólica ou respiração 

aeróbica. Por isso, ela pode ser encontrada em muitos ambientes aquáticos naturais, como 

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

 

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

uma cultura de DMS 467. 

 

Fonte: Munk et al, (2011). 

3.5.5 Aplicações biotecnológicas e mecanismos de biorremediação 
 

Os microrganismos são capazes de remover metais pesados presentes em efluentes 

por diversas maneiras. O mecanismo utilizado pelas bactérias fototróficas para a remoção 

de partículas metálicas é o processo de biossorção e bioacumulação. Algumas podem usar 

mais de um mecanismo para a remoção de partículas metálicas. O tipo de mecanismo a 

ser utilizado pelo organismo depende das propriedades do íon metálico ao qual se 

apresenta no meio (TALAIEKHOZANI; REZANIA, 2017). 

Em um estudo, a bactéria gram-negativa, púrpura não sulfurosa, Rhodobacter 

sphaeroides, atraiu considerável interesse para remediação pois demonstrou ter 

crescimento com respiração aeróbia ou anaeróbia e fotossíntese anoxigênica ou 

fermentação (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 sobrevivência. Esses mecanismos 

incluem biossorção, bioacumulação, biotransformação, efluxo, redução enzimática, 
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redução não enzimática, precipitação, ligação citosólica, formação de biofilme etc. 

(BANERJEE et al., 2019).  

Dentre esses mecanismos para remoção do metal pesado, a superfície celular é o 

primeiro local de interação para várias 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 várias moléculas, como 

lipopolissacarídeos aniônicos (LPS), fosfolipídios e proteínas de membrana. Bactérias 

gram-negativas podem reduzir eficientemente Cr+6 extracelularmente em comparação 

com bactérias gram-positivas devido à presença de lipopolissacarídeos, lipoproteínas e 

fosfolipídios na membrana externa (FAISAL; HASNAIN, 2004). 

Outro mecanismo de defesa das bactérias na presença de ambientes tóxicos é 

conhecido como exopolissacarídeo (EPS). O exopolissacarídeo é composto 

principalmente de proteínas e carboidratos, ácidos nucleicos, lipídios, lipoproteínas, 

glicoproteínas, lipopolissacarídeos, fosfolipídios, ácido urônico e ácido húmico (VU et 

al., 2009; CHUG et al., 2016). A proteína e o polissacarídeo presentes no EPS, conforme 

na Figura 3.8, atuam como um doador de elétrons durante a redução do Cr+6 pela enzima 

extracelular. O EPS imobiliza o Cr+3 após a redução por meio de seus grupos funcionais 

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

 

Figura 3.8. Interação do Cr+3/Cr+6 com diferentes exopolisacarídeos (EPS). 

 
Fonte: Adapatado de Pushkar et al. 2021. 

 

O processo de biorredução em bactérias envolve a presença da enzima redutase 

do cromo, sendo que existem dois tipos: a redutase associada à membrana e a redutase 



38 
 

 

intracelular, dependendo da localização que ocorre a redução do cromo. A redutase 

associada à membrana envolve canais de transporte de sulfato disponíveis na superfície 

bacteriana, a qual é responsável pelo transporte do íon Cr+6 no citoplasma, e durante o 

processo de transporte, ocorre a redução do Cr+6 em Cr+3 no envelope celular, conforme 

a Figura 3.9 (LI et al., 2019). O tempo de redução do cromo aumenta com o aumento da 

concentração de cromo, o que pode ser devido à saturação da enzima (JEYASINGH; 

PHILIP, 2005). 

 

As etapas presentes na redução do cromo intracelular são: 

 Biossorção de cromo na superfície celular: O Cr+6 disponível no meio é adsorvido 

na superfície celular bacteriana através dos grupos funcionais como alcano, 

aminas, amida e outros; 

 Transporte de Cr+6: o Cr+6 existe na forma iônica tetraédrica CrO-2 que é 

semelhante a ânions fisiologicamente importantes, como SO4
-2 e PO4

-2, sendo 

transportado via canal SO4
-2 e PO4

-2; 

 Redução de Cr+6: o Cr+6 intracelular é reduzido a Cr+3 por moléculas citosólicas; 

 Bioacumulação de Cr+3: o Cr+3 reduzido sofre acúmulo no citosol (KARTHIK et 

al., 2017); 

 

Figura 3.9. Etapas de assimilação do enxofre e redução do cromo (VI) na bactéria. 

 
Fonte: Adaptado de Thorgersen et al., 2017. 



39 
 

 

CAPÍTULO 4 – MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Neste capítulo foram especificados os materiais, procedimentos e as variáveis 

envolvidas para a biorremediação dos metais pesados, cromo, cádmio e chumbo, 

utilizando as bactérias púrpuras não sulfurosas, Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum 

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

trabalho. 

Figura 4.1. Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho. 

*PCC: Planejamento Composto Central.  

4.1 Bactéria e meio de cultivo 
 

As bactérias púrpuras não sulfurosas, Rhodobacter capsulatus DSM 1710 e 

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

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

(WEAVER et al., 1975). O meio RCV é composto pelos reagentes apresentados na Tabela 

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

Após a dissolução dos reagentes em água destilada, o pH do meio basal foi ajustado para 

6,8 ± 0,2 com NaOH (1N) e, em seguida, esterilizado a 121 ± 1 °C, a 1 kgf/cm² por 20 

minutos.  
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Tabela 4.1. Componentes do meio RCV. 

Reagentes Concentração (g/L) 

Ácido Málico - C4H6O5 4,02 

Fosfato de potássio monobásico - KH2PO4 0,60 

Fosfato de potássio dibásico - K2HPO4 0,90 

Sulfato de magnésio - MgSO4.7H2O 0,12 

Cloreto de cálcio - CaCl2.2H2O 0,075 

Glutamato monossódico – C5H8NO4Na 1,31 

EDTA sal dissódico - C10H14N2Na2O8.2H2O 0,02 

Tiamina 0,001 

Micronutrientes 1 mL 

 
Tabela 4.2. Componentes da solução de micronutrientes utilizada no meio RCV. 

Reagentes Concentração (g/L) 

Ácido bórico - H3BO3 2,80 

Sulfato de manganês - MnSO4.H2O 1,59 

Molibdato de sódio - NaMoO4.2H2O 0,75 

Sulfato de zinco - ZnSO4.7H2O 0,24 

Cloreto de cobre (II) - CuCl2.2H2O 0,05 

 
4.2 Cultivo do inóculo da bactéria 
 

As bactérias foram cultivadas em frascos reagente de 500 mL, Figura 4.2, 

mantidos em câmara de germinação sob temperatura de 30 ± 2 °C e iluminação de 2400 

lux.  

Os repiques das bactérias púrpuras não sulfurosas, R. capsulatus e R. rubrum, 

foram realizados no fluxo laminar a cada 10 dias. O procedimento consistiu em descartar 

uma fração do volume do inóculo e fazer a reposição, da mesma quantidade retirada, com 
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meio RCV fresco. O conteúdo do frasco foi, em seguida, borbulhado com gás argônio por 

3 min para conservar as células em condições de anaerobiose.  

Figura 4.2. BPNS, R. rubrum (direita) e R. capsulatus (esquerda) cultivadas em frascos 

reagente de 500 mL a 2400 lux. 
 

4.3 Fonte de cromo, cádmio e chumbo  
 

O efluente sintético dos experimentos realizados para remoção dos metais pesados 

utilizou como fonte de cromo hexavalente o dicromato de potássio (K2Cr2O7), de cádmio 

o cloreto de cádmio (CdCl2) e de chumbo o acetato de chumbo Pb(C2H3O2)2. Diferentes 

volumes das soluções 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 concentrações 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 recuperação do efluente 
 

Para a realização das fermentações dos experimentos com as concentrações do 

ponto central foi fixada uma concentração inicial de inóculo das bactérias R. capsulatus, 

R. rubrum e da co-cultura (1:1) de 0,5 g/L. Posteriormente, para as fermentações do 

planejamento experimental e para a validação do ponto ótimo, foi utilizada uma 

concentração celular de 1 g/L das bactérias associadas (co-cultura). 
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O inóculo da bactéria utilizado nos experimentos foi obtido após 5 dias do 

procedimento do repique. A biomassa da bactéria foi inoculada em câmara 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. 

Após a inoculação das células no efluente sintético contendo as concentrações desejadas 

de cromo, cádmio e chumbo, os reatores foram dispostos em estufa a temperatura de 30 

± 2°C sob iluminação contínua utilizando-se lâmpadas dimerizáveis a 5670 lux – 

intensidade luminosa ideal conforme estudo realizado por Souza (2021). 

Na Tabela 4.3, são apresentados os experimentos desenvolvidos bem como suas 

respectivas condições avaliadas. 

Tabela 4.3. Sumarização dos experimentos desenvolvidos. 

Experimento Avaliação 

1 
Cinética de crescimento celular para R. rubrum, R. capsulatus e co-

cultura 

2 
Remoção de cromo, cádmio e chumbo pela R. rubrum, R. capsulatus 

e co-cultura 

3 Planejamento Composto Central (PCC) com a co-cultura 

4 Remoção dos metais (condição ótima do PCC) pela co-cultura 

 

Os experimentos tiveram duração de 216 horas e foram realizados em duplicata. 

Além disso, para garantir a condição de anaerobiose nas fermentações foi purgado gás 

argônio durante 3 minutos após a coleta das amostras. Na Figura 4.3, observa-se a 

fotofermentação das bactérias empregadas para a remoção dos metais, cromo, cádmio e 

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

inoculada no efluente sintético. 

 

Diariamente foram coletadas 5 mL de amostra do meio fermentescível para a 

determinação da concentração celular e para a determinação 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 análise dos 

metais presentes no meio. Ademais, para a análise da síntese de pigmentos 

(bacterioclorofila e carotenóides), foram coletadas 20 mL do meio fermentescível no 

início (0 horas) e no final da fermentação (216 horas). 

 

4.5 Metodologia Analítica 
 

4.5.1 Determinação do crescimento celular 
 

A curva de calibração foi construída realizando-se duas etapas. A primeira 

consistiu na coleta de 20 mL de amostra do inóculo bacteriano e centrifugação dessa a 

8000 rpm durante 20 minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido com a mesma quantidade de água destilada para a remoção de possíveis 

impurezas e sais presentes do meio. Esse procedimento de lavagem das células foi feito 

duas vezes, no qual em cada uma houve a centrifugação da amostra para a separação das 

células do sobrenadante. Posteriormente, o sedimento foi transferido para um cadinho de 

porcelana previamente calcinado em mufla a 550°C e pesado (P0). Por conseguinte, estas 

cápsulas foram mantidas na estufa a uma temperatura de 110 ± 1 °C, até a estabilidade do 

peso. Após essa etapa, as cápsulas foram destinadas a um dessecador para esfriarem e em 
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seguida foram pesadas. A próxima etapa consistiu em calcinar a amostra celular em mufla 

a uma temperatura de 550 ± 1°C por um período de 30 minutos, consequentemente foram 

levadas a um dessecador para seu resfriamento, sendo novamente pesadas.  

Em seguida, com a massa de sólidos voláteis e a partir do volume da amostra 

coletada inicialmente, foi obtida a concentração de células em g/L. Em paralelo, alíquotas 

foram coletadas da mesma solução mãe das bactérias isoladas e foram preparadas 

diferentes diluições (1:5; 1:7,5; 1:10; 1:12,5; 1:15 e 1:20), na qual para cada uma das 

soluções diluídas fez-se a leitura da absorbância em Espectrofotômetro de UV-Visível da 

marca Shimadzu modelo UVmini-1240 a um comprimento de onda de 660 nm (OD660), 

para R. capsulatus e R. rubrum. O mesmo procedimento foi realizado com solução mãe 

preparada com a associação (1:1) das culturas R. capsulatus: R. rubrum, obtendo-se assim 

com os valores as curvas de concentração celular para as bactérias isoladas e para a co-

cultura. 

Para o branco foi usado água destilada. As curvas de calibração obtidas são 

apresentadas nas equações 4.1 a 4.3. 

 

Concentração celular ቀg
Lቁ = 0,4592 * OD660 - 0,0281  R2= 0,9969  (R.capsulatus)   (4.1) 

Concentração celular ቀg
Lቁ = 0,5397 * OD660 - 0,0133  R2= 0,9988  (R.rubrum)        (4.2) 

Concentração celular ቀg
Lቁ = 0,5221 * OD660 - 0,0114  R2= 0,9978  (Co-cultura)      (4.3) 

 

Assim, após obtenção das curvas, a quantificação 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. Após o descarte do sobrenadante e 

a lavagem com água destilada do sedimento de bactéria formado, foi acrescentado 

novamente água destilada ao mesmo volume da solução inicial, com o objetivo de 

adquirir uma suspensão bacteriana. A partir dessa suspensão, o crescimento celular foi 

determinado pela análise da absorbância no espectrofotômetro a um comprimento de 

onda de 650 nm. 
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4.5.2 Determinação do cromo hexavalente 
 

A quantificação da concentração de cromo hexavalente foi determinada pelo 

método colorimétrico utilizando o reagente difenilcarbazida e o uso do 

espectrofotômetro, com leitura de absorbância a 540 nm conforme a metodologia de 

APHA (2005).  A curva de calibração obtida através das diluições contendo concentrações 

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

Cr (VI) ቀmg
L ቁ = 1,3338 * OD540     R2= 0,9992                                                                 (4.4) 

 

4.5.3 Determinação do cromo total, cádmio e chumbo 
 

A quantificação das concentrações de cromo total, cádmio e chumbo foi 

determinada por espectrometria de absorção atômica em chama, realizada no 

equipamento da marca Shimadzu, modelo AA-7000 (Figura 4.4). As curvas de calibração 

utilizadas para determinação das concentrações dos metais foram obtidas por meio de 

diluições das soluções padrões comerciais da SpecSol de cada metal com água 

deionizada. Em seguida, as amostras que foram submetidas para leitura no equipamento 

foram diluídas de acordo com o range das curvas de calibração para o cromo, cádmio e 

chumbo. 

Figura 4.4. Espectrofotômetro de Absorção Atômica. 

Fonte: Autoria Própria, 2023. 
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4.5.4 Determinação do pH 
 

As medidas de pH foram realizadas com a utilização do pHmetro digital PG 2.000 

da marca GEHAKA. O equipamento é composto por um eletrodo de vidro para medição 

de pH, o qual era previamente calibrado com soluções tampões pH 4 e pH 7. 

 

4.5.5 Determinação da bacterioclorofila 
 

Para a quantificação da bacterioclorofila, uma suspensão de 20 mL de amostra foi 

coletada e centrifugada a 8.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e 

lavado com água destilada, em seguida, o sedimento obtido foi ressuspenso em uma 

solução de acetona-metanol (7:2 V/V) a um volume de 10 mL (QI et al., 2017). O processo 

de abrasão foi realizado em agitador tipo vórtex utilizando pérolas de vidro, sendo 

empregado 1,1 g de pérola de vidro com diâmetro entre 0,6 e 0,8 mm para cada mililitro 

de suspensão celular. A suspensão foi agitada por 40 minutos, sendo que a cada 5 minutos 

sob agitação contínua 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 

espectrofotômetro a 771 nm. O conteúdo de bacterioclorofila (mg/mL) foi calculado de 

acordo com a Equação 4.5: 

 

Produção de Bacterioclorofila ቀmg
L ቁ : 

A771* V1 * N
760 * V2

                                                        (4.5) 

 

Sendo que A771 corresponde a absorbância do extrato a 771 nm, V1 consiste no 

volume do extrato obtido, N compreende a razão de diluição, V2 é o volume da amostra 

inicial e 760 representa o coeficiente de extinção da bacterioclorofila (WANG et al., 

2017).  

 

4.5.6 Determinação dos carotenoides 
 

Para a quantificação de carotenoides, uma suspensão 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 à lavagens com água destilada. 

Após a lavagem, as células foram secas a 65 °C até atingir peso constante. Para fins de 
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ruptura celular, foi acrescentado 10 mL de uma solução de HCl (3 mol/L) a 28 °C às 

células secas que foram submetidas a agitação 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 extração de carotenoides foi realizada através de 

agitação 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 centrifugação 

a 10.000 rpm por 20 minutos e determinado por espectrofotômetro a 473 nm. O conteúdo 

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

 

Produção de Carotenoides ቀmg
L ቁ = 𝐴ସ଻ଷ· V3 · N · 102500 ·  𝑉ସ                                                  (4.6) 

 

Sendo que A473 compreende a absorbância da solução de extrato diluído a 473 nm, 

V3 é o volume do extrato obtido, N consiste na razão de diluição e V4 corresponde ao 

volume da amostra inicial e 2.500 representa o coeficiente de extinção do carotenoide 

(WANG et al., 2017).  

 

4.5.7 Eficiência de remoção de cromo hexavalente e total, cádmio e chumbo 
 

O cálculo para a porcentagem de remoção dos metais, cromo hexavalente, cromo total, 

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

 R [%] = C0  − Cf
C0

* 100                                                                                                   (1)         

 

Onde C0 e Cf são a concentração inicial e final do metal na solução (mg/L), 

respectivamente. 

 

4.5.8 Delineamento Composto Central 
 

O Delineamento Composto Central (DCC) é proposto para a geração de modelos 

quadráticos devido à ampliação natural do planejamento fatorial com ponto central, o qual 

pode ser realizado em uma primeira etapa. O valor de α depende de certas propriedades 
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desejáveis para o planejamento e da possibilidade de realização de experimentos ao longo 

do domínio experimental (BREITKREITZ; SOUZA; POPPI, 2014). 

Um DCC de 3 variáveis, 6 pontos axiais e 3 pontos centrais (para determinar erro 

experimental), por exemplo, terá 17 experimentos. Em relação aos resultados obtidos nos 

testes preliminares, elaborou-se um DCC 2³. Os parâmetros avaliados foram: 

concentração inicial de cromo, cádmio e chumbo. Na Tabela 4.4 estão os valores para os 

níveis adotados e seus fatores. 

 

Tabela 4.4. Níveis adotados para as variáveis do Delienamento Composto Central 23. 

Variáveis 
Níveis 

-α -1 0 +1 +α 

Cromo (mg/L) -0,2 8,0 20,0 32,0 40,2 

Cádmio (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 variáveis: concentração 

inicial de cromo (X1), concentração inicial de cádmio (X2) e concentração inicial de 

chumbo (X3) para o planejamento. 

 

Tabela 4.5. Matriz do planejamento composto central 23 com os valores codificados e 

decodificados das variáveis dependentes. 

Experimento 

Variáveis Independentes 

Cromo (mg/L) 

(X1) 

Cádmio (mg/L) 

(X2) 

Chumbo (mg/L) 

(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 (-α) 10.0 (0) 10.0 (0) 
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10 40.2 (+α) 10.0 (0) 10.0 (0) 

11 20.0 (0) -0.1 (-α) 10.0 (0) 

12 20.0 (0) 20.1(+α) 10.0 (0) 

13 20.0 (0) 10.0 (0) -0.1 (-α) 

14 20.0 (0) 10.0 (0) 20.1 (+α) 

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 23 foram 

realizados pelas fotofermentações, Figura 4.5, cada uma contendo o efluente sintético 

com suas respectivas concentrações iniciais de cromo, cádmio e chumbo (conforme 

descrito na tabela acima) acrescido do meio RCV e de 1g/L de concentração celular da 

co-cultura (Rhodobacter capsulatus: Rhodospirullum rubrum).  

Com isso, após 216 horas de fermentação, 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. Após feito isso, a concentração de 

cada metal foi analisada no Espectrofotômetro de Absorção Atômica e a remoção dos 

metais foi quantificada segundo descrito na Equação 4.7. 

 

Figura 4.5. Experimentos realizados para o planejamento composto central. 
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Condições operacionais: Temperatura 30 ± 2°C; condição anaeróbia; bactérias inoculadas em meio RCV + 

as concentrações de metais descritas pelo planejamento para cada experimento (efluente sintético); pHinicial 

~ 6,8; iluminação constante de 5670 lux e duração da fermentação de 216 horas. 

CAPÍTULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

Neste tópico, foi abordado o detalhamento dos resultados obtidos avaliando o 

crescimento celular, a remoção de cromo hexavalente, cromo total, cádmio e chumbo e a 

síntese 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 - Avaliação da cinética de crescimento celular 
 

Inicialmente foi avaliado a cinética de crescimento celular de cada bactéria, 

Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum e da associação entre elas na proporção 

de 1:1. Para compreensão da produção de biomassa por essas ao longo da fermentação, 

são 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 condições de cultivo dos inóculos. 

 
Condições operacionais: Temperatura 30 ± 2°C; condição anaeróbica; bactérias inoculadas em meio RCV; 

pHinicial ~ 6,8; iluminação constante de 2400 lux e duração da fermentação de 288 horas. 
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De acordo com a Figura 5.1 a concentração celular final para a R. rubrum, R. 

capsulatus e co-cultura (1:1), nas condições de cultivo dos inóculos, foi de 1,37, 1,25 e 

1,33 g/L, respectivamente. Assim em comparação com o valor inicial estipulado de 0,5 

g/L de células, tanto as bactérias cultivadas isoladamente, quanto associadas na mesma 

proporção 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 possível 

concluir que para as três fermentações realizadas as células bacterianas tiveram 

comportamento exponencial de crescimento em até 120 horas de experimento. Após esse 

período, as bactérias inoculadas isoladas e associadas começaram a entrar na fase 

estacionária. 

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 

comparação com espécies semelhantes que vivem em locais com 27,5°C ou 23,1°C. Essa 

característica foi verificada no presente estudo, pois quando as bactérias foram cultivadas 

em locais com temperaturas na faixa de 30 ± 2°C, foi possível notar que a produção de 

biomassa foi maior em relação 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 – está entre 25 e 30°C (LU et al, 2019). 

Logo, é interessante ressaltar que quando as bactérias fotossintéticas, utilizadas 

no presente trabalho, foram submetidas a iluminação de 2400 lux e cultivadas no meio 

RCV, essas tiveram produção acima de 150% em relação ao valor celular inicial. No 

trabalho de Zhou et al. (2015), a bactéria fotossintética Rhodopseudomonas (CP001151.1) 

foi utilizada para avaliar sua potencialidade na produção de biomassa. Nos experimentos 

com condições 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 concentração celular 

acima de 200% em relação ao valor inicial. Assim, tanto as bactérias deste presente estudo 

(Rhodobacter capsulatus e Rhodospirullum rubrum) quanto a Rhodopseudomonas 

(CP001151.1) apresentaram aumento na produção de biomassa sob cultivo nas condições 

descritas para cada pesquisa. 

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

6,8 e 8,5 e a área de adaptação é mais estreita com diferentes espécies. Estudos mostraram 



52 
 

 

que elas têm ótimo desempenho quando o pH inicial está em torno de 7,0, seja pela 

degradação do poluente ou pelo acúmulo de biomassa (CHEN et al., 2020). 

 

5.2 Experimento 2 - Avaliação da remoção de cromo hexavalente, cromo total, 
cádmio e chumbo 
 

No experimento 2, para a remoção dos metais pesados, cromo hexavalente, cromo 

total, cádmio 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 cádmio e 10 mg/L de chumbo) e 

submetidas a intensidade luminosa por lâmpadas dimerizáveis 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 concentração 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 
das bactérias R. capsulatus, R. rubrum e da 

co-cultura (1:1) no meio RCV sem os 
metais (controle experimental) 

 

 

Figura 5.3. Cinética de crescimento celular 
para a R. capsulatus, R. rubrum e a co-

cultura (1:1) inoculadas no efluente 
sintético. 

 

 

 

Os valores obtidos após 216 horas de experimento para a produção 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 produção de biomassa nas fermentações com a presença dos 

metais, foi possível observar na Figura 5.3 que as bactérias tiveram uma produção cerca 

de 39 % menor em relação ao controle experimental (Figura 5.2). Os valores obtidos para 

a concentração 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 íons tóxicos ou condições de estresse salino podem 

diminuir o metabolismo bacteriano e levar à inibição do crescimento (UPADHYAY et al., 

2011; SU et al., 2020). Para fundamentar essa característica, fatores como condições 

ambientais, pH, temperatura e concentrações iniciais de metais pesados afetam 

significativamente a produção de biomassa e a capacidade de remoção dos metais pesados 

(FATHOLLAHI et al., 2020; AL-HOMAIDAN et al., 2014).  

Assim, de acordo com a Figura 5.3, em relação a concentração inicial foi possível 

observar um acréscimo de biomassa cerca de 68 % para as bactérias expostas aos metais. 

Su et al. (2020), utilizaram a bactéria púrpura não sulfurosa, Rhodobacter 

sphaeroides SC01 para a remoção de metais pesados em efluentes contaminados e 

apontaram que após 7 dias de fermentação as concentrações 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 produção de pigmentos (bacterioclorofila a e carotenoides 

a) do experimento com as bactérias. Nas condições especificadas, os valores obtidos para 

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

 

Figura 5.4. Bacterioclorofila a (mg/m3) para as bactérias R. capsulatus, R. rubrum e co-

cultura (1:1) no efluente sintético (meio RCV + metais). 
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Condições operacionais: Temperatura 30 ± 2°C; condição anaeróbica; bactérias inoculadas em efluente 

sintético (meio RCV + 20 mg/L de cromo (VI), 10 mg/L de cádmio e 10 mg/L de chumbo) e apenas em 

meio RCV (sem os metais) para o controle experimental; pHinicial ~ 6,8; iluminação constante de 5670 lux 

e duração da fermentação de 216 horas.  

 

Na Figura 5.4, é possível observar que incialmente o teor de bacterioclorofila a 

foi de 1,18 mg/m3 para a R. rubrum, 1,26 mg/m3 para a R. capsulatus e 1,32 mg/m3 para 

a co-cultura. Os valores observados indicaram uma redução de até 25% na 

bacterioclorofila em comparação com os valores finais obtidos sem exposição a metais 

pesados. 

 

Figura 5.5. Teor de carotenóides a (mg/m3) para as bactérias R. capsulatus, R. rubrum e 

co-cultura (1:1) no efluente sintético (meio RCV + metais). 

 

Condições operacionais: Temperatura 30 ± 2°C; condição anaeróbica; bactérias inoculadas em efluente 

sintético (meio RCV + 20 mg/L de cromo (VI), 10 mg/L de cádmio e 10 mg/L de chumbo) e apenas em 

meio RCV (sem os metais) para o controle experimental; pHinicial ~ 6,8; iluminação constante de 5670 lux 

e duração da fermentação de 216 horas. 

 

Já para os teores de carotenoides obtidos incialmente foram 1,41, 1,62 e 1,57 

mg/m3 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 diminuição 

de até 18% após o tratamento das bactérias com os metais pesados. 

Simth et al. (2015), com o intuito de entender mais sobre a produção de pigmentos 

pelas bactérias púrpuras sulfurosas, Marichromatium purpuratum DSMZ 1591, 

Marichromatium purpuratum DSMZ 1711, Thiocapsa marina DSMZ 5653 e FGL21, 

relataram que essas dependem fortemente da intensidade luminosa para a produção de 
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carotenoides e bacterioclorofilas do tipo a. Tais pigmentos são os principais foto-coletores 

desses microrganismos e afetam a quantidade de energia produzida e no crescimento 

celular. 

Nas Figuras 5.6 a, b e c são exibidas as concentrações dos metais, cromo, cádmio 

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

 

Figura 5.6. Cinética da concentração de cromo (a) de cádmio (b) e de chumbo (c)
 

 
 

Nas Tabelas 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4 são apresentados os valores da eficiência de 

remoção dos metais - cromo hexavalente e total, cádmio e chumbo - presentes no efluente 

sintético com as bactérias púrpuras não sulfurosas utilizadas no estudo.  

 

Tabela 5.1. Eficiência de remoção de 20 mg/L de cromo hexavalente pelas bactérias 

isoladas e associadas (co-cultura). 

Tempo (h) 
Eficiência de remoção de cromo hexavalente (%) 

R. capsulatus R. rubrum Co-cultura 

0 0,0  0,0 0,0  

24 22,3 ± 0,5 15,9 ± 1,2 19,5 ± 0,3 

48 30,2 ± 0,2 21,0 ± 0,4 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 eficiência de remoção do 

cromo hexavalente pelas bactérias isoladas e em co-cultura. Assim, é possível observar 

(a) (b) (c) 
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que após 120 horas, o cromo hexavalente presente em cada fotofermentação alcançou a 

máxima taxa de remoção possível, ou seja, 100%.  

Su et al. (2018), demonstraram no estudo que para 25 mg/L de Cr (VI), a 

porcentagem de remoção de Cr (VI) nas fases logarítmica e estacionária foi quase a 

mesma para as cinco linhagens de bactérias púrpuras sulfurosas utilizadas - SC01, HN02, 

SC05, JS01, e YN01, sendo que a SC01 e a SC05 foram identificadas posteriormente 

como Rhodobacter spheroids e Rhodocyclaceae thauera.  

 

Tabela 5.2. Eficiência de remoção de 20 mg/L de cromo pelas bactérias no efluente 

sintético. 

Tempo (h) 
Eficiência de remoção de cromo total (%) 

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 ± 0,4 83,2 ± 0,9 

 

Tabela 5.3. Eficiência de remoção de 10 mg/L de cádmio pelas bactérias no efluente 

sintético. 

Tempo (h) 
Eficiência de remoção de cádmio (%) 

R.capsulatus R.rubrum Co-cultura 

0 0,0  0,0  0,0  

72 26,6 ± 0,1 20,5 ± 0,4 24,2 ± 0,1 

144 27,4 ± 0,3 24,3 ± 0,2 26,5 ± 0,2 

216 30,4 ± 0,7 27,1 ± 0,9 29,8 ± 0,5 

 
Tabela 5.4 Eficiência de remoção de 10 mg/L de chumbo no efluente sintético. 

Tempo (h) 
Eficiência de remoção de chumbo (%) 

R.capsulatus R.rubrum Co-cultura 

0 0,0  0,0  0,0  

72 73,3 ± 0,5 75,2 ± 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 eficiência de remoção de cromo total pelas bactérias. 

É possível notar que para o cádmio e o chumbo a maior eficiência de remoção entre os 

experimentos realizados foi obtida pela co-cultura.  

Um estudo feito por Kang et al. (2016) mostrou que a utilização de bactérias de 

cultura mista teve maior resistência aos íons metálicos do que as de uma única cultura. 

Essa cultura formada pelas bactérias, Viridibacillus arenosi B21, Sporosarcina soli B22, 

Enterobacter cloacae KJ-46 e E. cloacae KJ-47 obteve taxas de remoção de 98% Pb, 

84% Cd e 5,6% para Cu. 

Observando a Tabela 5.3 nota-se que a eficiência de remoção de 10 mg/L de 

cádmio foi em torno de 30% para os experimentos realizados com as bactérias isoladas e 

associadas. Observou-se que durante a fotofermentação, após aproximadamente 72 horas 

houve maior remoção do metal, sendo que depois desse período a taxa permaneceu 

praticamente constante como mostrado na Figura 5.6 (b). Esse fato pode ser explicado 

pela saturação dos sítios ativos presentes na superfície das células bacterianas.  

Diversos estudos de biossorção relataram que há uma taxa inicial rápida de 

remoção dos metais pelas bactérias utilizadas e que após um período a remoção atinge 

um valor de equilíbrio, ou seja, não se verifica grandes diferenças na remoção dos metais 

(GARCIA et al., 2016; KALITA; JOSHI, 2017; GUPTA; BALOMAJUMDER, 2015; 

PODDER; MAJUMDER, 2018; MATHEW; KRISHNA; MURPHY, 2018; CARVAJAL 

et al., 2012; FANG et al., 2014). 

A razão para a rápida taxa de remoção no início do processo de biossorção, é 

devida aos sítios de biossorção ativos mais vagos e desocupados disponíveis na superfície 

da biomassa. Esses sítios de ligação ativos são preenchidos com íons metálicos durante o 

processo de biossorção, o que leva a uma taxa mais lenta de adsorção antes de atingir o 

ponto de saturação e, finalmente, um estado de equilíbrio (TSAI; CHEN, 2010; DAS et 

al., 2014; KUMAR et al., 2019). 

Em tempos de contato superiores a 24 h, alterações no pH da solução metálica 

devido aos processos metabólicos de bactérias vivas podem afetar a valência do metal, 

solubilidade e, finalmente, dessorção ou precipitação de íons metálicos (RATZKE et al., 

2018; XIE et al., 2018). 

Limcharoensuk et al. (2015) relataram que a eficiência da biossorção de Cd+2 e 

Zn+2 não foi significativamente maior em concentrações de metal superiores a 25 mg/L, 

o que foi explicado por uma insuficiência de sítios de ligação de metais na biomassa 
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microbiana. Por sua vez, o aumento da dose de biomassa causou maior eficiência de 

remoção de metais pesados. 

Na Tabela 5.4 observou-se que após 216 horas de experimento, a co-cultura teve 

eficiência de remoção de 80,2% de chumbo. Foi possível notar o mesmo comportamento 

avaliado pelo cádmio, sobre a saturação dos sítios e a taxa de remoção atingir um 

equilíbrio após aproximadamente 72 horas de experimento. Assim a remoção foi mais 

acentuada no início da fermentação 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 níveis 

para avaliar a remoção de metais pela bactéria P. azotoformans JAW1 em efluente 

contendo inicialmente 25 mg/L de cada metal, cádmio, chumbo e cobre, a 2 g/L de 

biomassa e pH 6. Após a condução do experimento nessas condições ótimas, a eficiência 

de biossorção dos três 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 púrpura não sulfurosa, 

Rhodobacter sphaeroides SC01, foi avaliada para a biorremdiação de 0,2 mg/L de 

mercúrio, 30 mg/L de chumbo e 0,2 mg/L de cádmio durante 7 dias, em pH 7,0 e 

intensidade luminosa de 4000 lux. As taxas de remoção foram de 57% de Hg, 98% de Pb 

e 67% de Cd. 

Durante as 216 horas de experimento, foi-se avaliado o pH das fermentações. Os 

valores obtidos estão expressos na Figura 5.7. 

Fazendo-se uma análise dos dados obtidos, é possível observar que o pH 

estabelecido inicialmente (pH = 6,8) sofreu acréscimos ao longo do tempo e assim chegou 

a um valor máximo de 9,69 após 216 horas de experimento para a co-cultura. 

Comportamento semelhante foi notado para as bactérias inoculadas apenas em meio RCV, 

sem a presença dos metais e no caso dos experimentos sem as bactérias (apenas o efluente 

sintético nas condições já mencionadas) o pH não variou. Estudos relataram que valores 

de pH entre 6 e 7,5 para Cd (II), Pb (II) e Zn (II) são considerados ótimos 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 Avaliação do pH da fotofermentação para remoção dos metais pelas 

bactérias púrpuras não sulfurosas. 

 

Alguns autores explicam que com o aumento do pH em meios os quais possuem 

metais como Pb e Cd é possível observar a formação de precipitados (WEI et al., 2016; 

KARIUKI et al., 2017).  

Em pH 7,0, Xu et al. (2020) verificaram que a capacidade de biossorção da 

Pseudomonas sp. cepa 375 para a biomassa viva e não viva foram maximizadas. Já para 

os testes realizados em pH de 4 a 6, não houve aumento gradual da capacidade de 

biossorção da bactéria. Isso pode ter ocorrido porque os íons hidrogênio e os íons Cd+2 

competem por sítios de ligação em soluções aquosas em pH baixo (KHADIVINIA et al., 

2014; XU et al., 2020). Já em pH 8, o valor de adsorção diminuiu rapidamente. Isso pode 

ter sido causado pela precipitação de hidróxido de metal em condições alcalinas, 

resultando em diminuição da biossorção de Cd+2. 

Portanto é interessante destacar que com o aumento do pH geralmente ocorre a 

precipitação dos íons metálicos presentes no meio em estudo. Porém esse processo pode 

ser visto como uma possível vantagem na remoção de metais do meio em estudo, pois o 

aumento do pH não é alterado operacionalmente por meio de reagentes químicos e sim 

biologicamente, pelas bactérias. Assim ocorre o tratamento bioquímico do efluente, ou 

seja, há o tratamento biológico e químico ao mesmo tempo sem gastos com produtos 

químicos adicionais como vistos nos processos convencionais. 

 

5.3 - Delineamento Composto Central 2³ 
 

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

otimizado usando um planejamento experimental utilizando o software Statistica versão 
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7.0, tendo como variáveis independentes as concentrações iniciais desses metais pesados 

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

das três variáveis independentes selecionadas sobre a porcentagem de remoção de Cr, Cd 

e Pb (variáveis dependentes). Os valores dos parâmetros codificados estão indicados em 

parênteses na Tabela 5.5 indicando os níveis (-α, -1, 0, +1, α) utilizados na matriz do 

planejamento.  

  

Tabela 5.5. Delineamento composto central 23 dos experimentos realizados para 

tratamento do efluente sintético pelas bactérias. 

Exp. 

Variáveis Independentes Variáveis Dependentes  

X1 X2 X3 
Valores Atuais Valores Preditos 

Cr total Cd2+ Pb2+ Cr total Cd2+ Pb2+ 

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 42.9 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 85.4 

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 (-α) 10.0 (0) 10.0 (0) 100.0 39.7 91.8 101.9 33.4 88.6 

10 40.2 (+α) 10.0 (0) 10.0 (0) 59.0 23.7 74.5 56.5 20.9 76.3 

11 20.0 (0) -0.1 (-α) 10.0 (0) 85.4 100.0 85.3 84.8 82.9 83.9 

12 20.0 (0) 20.1(+α) 10.0 (0) 81.0 14.3 79.0 80.9 22.1 79.1 

13 20.0 (0) 10.0 (0) -0.1 (-α) 81.4 32.1 100.0 80.2 27.7 98.5 

14 20.0 (0) 10.0 (0) 20.1 (+α) 78.5 27.8 59.1 78.9 23.2 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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Condições operacionais: Concentração celular de 1,0 g/L; temperatura 30 ± 2°C; condição anaeróbica; 

bactérias inoculadas em efluente sintético (meio RCV + concentrações iniciais dos metais de acordo com 

os valores definidos para cada experimento); pHinicial ~ 6,8; iluminação constante de 5670 lux e duração da 

fermentação de 216 horas. 

 

5.3.1 Remoção de cromo total 
 

A partir dos valores obtidos para a remoção dos metais cromo, cádmio e chumbo 

no DCC e com a utilização do software Statistica 7.0, foram calculados os coeficientes de 

regressão para as variáveis e suas interações, expostos na Tabela 5.6.  

 

Tabela 5.6. Parâmetros para o modelo completo para a remoção de cromo (%) 

Variáveis e interações 
Coeficiente 

de 
regressão 

Erro padrão p- valor 

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 
X1X2 -0,00771 0,001473 0,034637 
X1X3 -0,00163 0,001473 0,383338 
X2X3 -0,01708 0,002946 0,028480 

R² = 0, 991 
 

Também foi analisado o efeito de significância via diagrama de Pareto, como pode 

ser observado na Figura 5.8, sendo consideradas significativas as variáveis que possuíram 

o valor de “t” maior que o de referência (tp = 0,1). 

As variáveis independentes X1, X2 e X3 representam as concentrações iniciais de 

cromo, cádmio e chumbo respectivamente, as quais variam de acordo com os níveis 

estabelecidos para o planejamento. No software, o valor de “p” determina a significância 

dos parâmetros e termos no modelo. Um valor de p menor corresponde ao maior 

significado. Os resultados de p ≤ 0,10 indicam que os modelos embutidos são 

significativos no nível de confiança de 90%. 
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Figura 5.8. Gráfico de Pareto dos efeitos das variáveis da equação de regressão para a 
remoção de cromo. 

  
Após a regressão múltipla foi obtida a Equação 5.1 completa com todos os 

parâmetros: 

 𝑌 = 96,874 − 0,645𝑋ଵ + 0,200𝑋ଶ + 0,871𝑋ଷ − 0,009𝑋ଵଶ − 0,003𝑋ଶଶ − 0,036𝑋ଷଶ −0,007𝑋ଵ𝑋ଶ − 0,001𝑋ଵ𝑋ଷ − 0,017𝑋ଶ𝑋ଷ                                                                     (5.1)                                                                                 

 

A partir da Tabela 5.6 e da Figura 5.8, percebe-se que as variáveis e interações são 

significativas, com exceção de X2(Q) e X1X3, onde os valores de “p” são maiores do que 

0,1 e os valores de “t” são menores do que o de referência na análise de Pareto. Essas 

variáveis representam a influência da variável quadrática concentração de cádmio, da 

variável quadrática concentração de chumbo e as interações entre a concentração de 

cádmio e chumbo, respectivamente.  

Isso indica que a remoção de cromo não é influenciada significativamente por 

essas variáveis, mas é influenciada por todas as outras variáveis e suas interações, ou seja, 

depende de X1(L), X1(Q), X2(L), X3(L), X3(Q), X1X2, X2X3.  

Para obter o modelo com as variáveis e os efeitos significativos (com p < 0,10), 

foi feito o ajuste para considerar apenas esses parâmetros gerando assim um novo gráfico 

de Pareto, Figura 5.9, e um novo modelo com os coeficientes da Tabela 5.7. 
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Tabela 5.7. Parâmetros para o modelo reduzido e significativo para a remoção de cromo 

(%) 

Variáveis e interações 
Coeficiente 

de 
regressão 

Erro padrão p- valor 

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 

R² = 0, 991 
 

 

Figura 5.9. Gráfico de Pareto dos efeitos das variáveis significativas da equação de 

regressão para a remoção de cromo. 

 
A partir dos resultados da regressão múltipla da Tabela 5.7, obteve-se a Equação 

5.2 com os parâmetros significativos.  

 𝑌 = 97,595 − 0,672𝑋ଵ + 0,130𝑋ଶ + 0,818𝑋ଷ − 0,009𝑋ଵଶ − 0,035𝑋ଷଶ − 0,007𝑋ଵ𝑋ଶ −0,017𝑋ଶ𝑋ଷ                                                                                                                   (5.2)                                                                                                               
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Essas superfícies representaram a remoção de Cr (%) em relação à concentração 

de Cr (VI) (mg/L) e à concentração de Cd (mg/L) (Figura 5.10 a-b), e em relação à 

concentração de Cr (VI) (mg/L) e à concentração de Pb (mg/L) (Figura 5.10 c-d).  

Portanto, a co-cultura (R. rubrum: R. capsulatus) forneceria mais de 90 % de 

remoção de cromo quando submetida a efluente sintético dentro da faixa de 0 a 10 mg/L 

de Cr (VI), 0 a 20 mg/L de Cd e 0 a 20 mg/L de Pb.  

Nos experimentos realizados, a remoção de cromo atingiu valores acima de 50 % 

para testes empregando concentrações de Cr, Cd e Pb dentro dessas faixas, demonstrando 

concordância entre os valores experimentais e os valores do modelo. 

Nas Figuras 5.10 (a) e (b) foram apresentadas as superfícies de respostas e curvas 

de contorno para a resposta remoção de cromo em função da concentração inicial de 

cromo (X1) e concentração inicial de cádmio (X2) e em função da concentração inicial de 

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

 
Figura 5.10 Curva de contorno e superfície de resposta para a remoção de cromo em função da 

concentração inicial de cádmio e cromo (a-b) e em função da concentração inicial de chumbo e 

cromo (c-d). 
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5.3.2 Remoção de Cádmio 
 

Avaliando-se agora a remoção de cádmio com a utilização do software Statistica 

versão 7.0, foram calculados os coeficientes de regressão para as variáveis e suas 

interações, assim como os valores dos níveis de significância para identificar quais delas 

eram estatisticamente significativos (com p < 0,1), esses valores são apresentados na 

Tabela 5.8. Também foi analisado o efeito de significância via diagrama de Pareto, como 

pode ser observado na Figura 5.11, sendo consideradas significativas as variáveis que 

possuíram o valor de “t” maior que o de referência (tp = 0,1). 

 

Tabela 5.8. Parâmetros para o modelo completo para a remoção de cádmio (%). 

Variáveis e interações Coeficiente de 
regressão Erro padrão p- valor 

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 
X1X2 0,02878 0,001526 0,002800 
X1X3 -0,00524 0,001526 0,075312 
X2X3 0,00764 0,003053 0,129430 

R² = 0, 885 
 

Na Equação 5.3, o modelo matemático geral encontrado pelo software possui 

todas as variáveis e seus coeficientes. 

 𝑌 = 87,888 − 0,187𝑋ଵ − 8,026𝑋ଶ + 0,873𝑋ଷ − 0,008𝑋ଵଶ + 0,216𝑋ଶଶ −0,053𝑋ଷଶ + 0,028𝑋ଵ𝑋ଶ − 0,005𝑋ଵ𝑋ଷ + 0,007𝑋ଶ𝑋ଷ                                                     (5.3)                      

               

Assim, de acordo com os valores expressos na Tabela 5.8 e pelo diagrama de 

Pareto presente na Figura 5.11, a interação X2X3 possui valor de p > 0,10 sendo assim 

consideradas não significativas entre as demais expressas pelo modelo. 
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Figura 5.11. Gráfico de Pareto dos efeitos das variáveis da equação de regressão para a 
remoção de cádmio. 

 
Logo, considerando-se apenas as variáveis e interações significativas tem-se os 

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

 

Tabela 5.9. Parâmetros para o modelo reduzido e significativo para a remoção de 

cádmio (%). 

Variáveis e interações Coeficiente de 
regressão Erro padrão p- valor 

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 
X1X2 0,02878 0,001526 0,002800 
X1X3 -0,00524 0,001526 0,075312 

R² = 0, 885 
 

O coeficiente de correlação (R²) obtido foi 88,0 % indicando boa correlação com 

os valores experimentais e com o modelo proposto. A interação X2 X3 foi desconsiderada 

no software para que fosse encontrado o modelo reduzido e significativo, conforme 

presente na Equação 5.4.  𝑌 = 87,124 − 0,187𝑋ଵ − 7,949𝑋ଶ + 0,949𝑋ଷ − 0,008𝑋ଵଶ + 0,216𝑋ଶଶ − 0,053𝑋ଷଶ +0,028𝑋ଵ𝑋ଶ − 0,005𝑋ଵ𝑋ଷ                                                                                                          (5.4) 
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Figura 5.12. Gráfico de Pareto dos efeitos das variáveis significativas da equação de 

regressão para a remoção de cádmio. 

 
Logo, considerando-se o modelo significativo foram geradas as superfícies de 

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

 
Figura 5.13. Curva de contorno e superfície de resposta para a remoção de cádmio em função da 

concentração inicial de cádmio e cromo (a-b) e em função da concentração inicial de cádmio e 

chumbo (c-d). 
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Observando as superfícies de resposta apresentadas na Figura 5.13, torna-se 

aparente que dentro das faixas de concentração inicial de 0 a 20 mg/L para cromo, 0 a 20 

mg/L para chumbo e 0 a 2 mg/L para cádmio no efluente sintético contendo os três metais 

simultaneamente, a remoção de cádmio pode atingir níveis de até 80%.  

Vale ressaltar que em experimentos envolvendo a adição dos três metais, a 

remoção máxima de cádmio alcançou 51%, indicando que as bactérias associadas (co-

cultura) poderiam remover uma parte desse metal do meio mesmo sob condições tóxicas. 

 

5.3.3 Remoção de Chumbo 
 

Por fim, para encontrar o modelo em relação a terceira variável dependente, 

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

 

Tabela 5.10. Parâmetros para o modelo completo para a remoção de chumbo (%). 

Variáveis e interações Coeficiente de 
regressão Erro padrão p- valor 

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 
X1X2 0,0076 0,002044 0,065283 
X1X3 0,0384 0,002044 0,002822 
X2X3 0,0033 0,004089 0,508448 

R² = 0, 985 
 

Assim, o modelo que descreve a remoção de chumbo em relação as variáveis 

independentes, X1, X2 e X3 correspondentes a concentração inicial de cromo, cádmio e 

chumbo na ordem citada é expresso na Equação 5.5: 

 𝑌 = 119,817 − 0,977𝑋ଵ − 0,657𝑋ଶ − 2,478𝑋ଷ + 0,005𝑋ଵଶ + 0,011𝑋ଶଶ − 0,013𝑋ଷଶ ++0,007𝑋ଵ𝑋ଶ + 0,038𝑋ଵ𝑋ଷ + 0,003𝑋ଶ𝑋ଷ                                                                     (5.5) 
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É possível observar que entre as variáveis avaliadas, X1(L), X1(Q), X2(L), X2(Q), 

X3(L), X3(Q), X1X2 e X1X3 são descritas no modelo com valores de p < 0,1, ou seja, essas 

são consideradas significativas. 

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

interações entre essas significativas e não significativas.  

 

Figura 5.14. Gráfico de Pareto dos efeitos das variáveis da equação de regressão para a 
remoção de chumbo. 

 
Logo, desconsiderando o efeito insignificativo, tem-se o novo modelo descrito na 

Equação 5.6, no qual os coeficientes podem ser observados na Tabela 5.11 e na Figura 

5.15. 

 

Tabela 5.11. Parâmetros para o modelo reduzido e significativo para a remoção de 

chumbo (%) 

Variáveis e interações Coeficiente de 
regressão Erro padrão p- valor 

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 
X1X2 0,0076 0,002044 0,065283 
X1X3 0,0384 0,002044 0,002822 

R² = 0, 985 
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Figura 5.15. Gráfico de Pareto dos efeitos das variáveis significativas da equação de 

regressão para a remoção de chumbo. 

 

 𝑌 = 119,49 − 0,977𝑋ଵ − 0,624𝑋ଶ − 2,445𝑋ଷ + 0,005𝑋ଵଶ + 0,0115𝑋ଶଶ − 0,0135𝑋ଷଶ ++0,0076𝑋ଵ𝑋ଶ + 0,0384𝑋ଵ𝑋ଷ                                                                                        (5.6)  

                                                         

Com o modelo significativo foram geradas as superfícies de resposta (Figuras 5.16 

a-b e c-d) para a remoção de chumbo (%) em função da concentração inicial de cromo 

(X1) e da concentração inicial de chumbo (X3) e em função da concentração inicial de 

chumbo (X3) e da concentração inicial de cádmio (X2). 

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 cádmio, a remoção de chumbo ultrapassa 80% 

(Figura 5.16), sugerindo que a biossorção para este metal em um meio altamente tóxico 

pode, de fato, ser alcançada.  

Os metais que apresentaram as maiores taxas de remoção foram o cromo (VI) e o 

chumbo (acima de 90%), sugerindo que as bactérias apresentam maior resiliência em 

relação a esses metais do que ao cádmio. 
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Figura 5.16. Curva de contorno e superfície de resposta para a remoção de chumbo em função 

da concentração inicial de cromo e chumbo (a-b) e em função da concentração inicial de chumbo 

e cádmio (c-d). 

 

 

5.4 Micrografia eletrônica de varredura (MEV) 
 

Alterações morfológicas na co-cultura (R. rubrum e R. capsulatus) foram 

observadas através da análise de MEV após biossorção de 20 mg/L de Cr (VI), 10 mg/L 

de Cd e 10 mg/L de Pb (Figura 5.17). A análise de MEV também foi realizada para a co-

cultura na ausência de metais (controle do meio RCV) (Figura 5.17 a) para comparar os 

efeitos da exposição a metais pesados nas células bacterianas.  

Após 216 horas, foram observados detritos celulares e acúmulo de metal na 

biomassa bacteriana (Figuras 5.17 b-e). Os íons metálicos ocuparam sítios de ligação 

livres disponíveis, levando à bioacumulação desses metais dentro das células 

microbianas.  

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

deformações em suas estruturas celulares, sugerindo sua capacidade de resistir aos efeitos 
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adversos da exposição ao Cr (VI) por Bacillus amyloliquefaciens (Das et al., 2014) e 

Cellulosimicrobium funkei (Karthik et al., 2017) e Cd2+ e Pb2+ por E. coli, onde foi 

observada adsorção competitiva, com preferência pela adsorção na ordem de Pb2+ > Cd2+ 

(Cai et al., 2017). 

 

Figura 5.17. Micrografia eletrônica de varredura (MEV) da co-cultura (R. rubrum: R. 

capsulatus) antes (a) e depois (b) do tratamento com Cr (VI), Cd2+ e Pb2+ (c-e) 

Mapeamento elementar por EDX após tratamento com metais pelas bactérias. 
 

 

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 

possível observar que os valores das remoções do presente estudo foram promissores. 

 

Tabela 5.13. Correlação dos valores de remoção encontrados no presente estudo e pela 

literatura para os metais pesados. 

Autores Metais Bactérias Remoção  

Trabalho atual  
20 mg/L Cr 

10 mg/L Cd 

10 mg/L Pb 

Co-cultura (R. rubrum: 

R. capsulatus) 

83% 

30% 

80%  
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Pulit et al. (2018) 
25 mg/L Cu 

25 mg/L Cd 

25 mg/L Pb 

P. azotoformans 

63% 

45% 

78% 

Su et al. (2020) 

0,2 mg/L Hg 

30 mg/L Pb 

0,8 mg/L Cd 

Rhodobacter sphaeroides 

57% 

98% 

67% 

Sakpirom et al 
(2017) 

23 mg/L Cd 

262 mg/L Zn 

Rhodopseudomonas 

palustris 

84% 

55% 

 

CAPÍTULO 6 - CONCLUSÃO 
 

A partir dos resultados obtidos, observou-se que as bactérias púrpuras não 

sulfurosas, Rhodospirullum rubrum, Rhodobacter capsulatus e a co-cultura (1:1) 

demonstraram ser eficientes na remoção de metais pesados do efluente sintético 

produzido no estudo.  

Observou-se que a combinação das espécies garantiu resultados promissores, 

sendo que essas alcançaram as maiores taxas de remoção em comparação com as bactérias 

isoladas. 

Assim, para o efluente sintético contendo as concentrações de 20 mg/L de cromo 

(VI), 10 mg/L de cádmio e 10 mg/L de chumbo – definidas pelo planejamento 

experimental como a condição ótima - a remoção foi de 100% (cromo hexavalente) e 83,2 

% (cromo total), 30,1 % (cádmio) e 80,2 % (chumbo) para a co-cultura, indicando que a 

associação das bactérias fotossintéticas foi promissora para o tratamento do efluente 

contendo essas concentrações de metais pesados. 

Em todos os experimentos realizados, houve um aumento na biomassa bacteriana 

e na produção de pigmentos (carotenoides e bacterioclorofila a). Isso é um fator intrigante, 

pois, apesar do estresse metabólico imposto às bactérias fototróficas na presença de 

metais pesados, elas não interromperam a produção de biomassa durante o período de 

análise de 216 horas. 

Por fim, foi possível observar que em todos os experimentos realizados houve 

acréscimo de biomassa das bactérias. Esse é um fator interessante, pois mesmo com o 

estresse metabólico sofrido pelas BPNS na presença dos metais pesados, elas não pararam 

a produção de biomassa por completo durante as 216 horas analisadas. 



75 
 

 

Sendo assim é possível afirmar que as BPNS possuem potencial para remoção de 

cromo, cádmio e chumbo, podendo essas serem utilizadas em estudos e aplicações futuras 

para o tratamento de efluentes com metais pesados. 

CAPÍTULO 7 – SUGESTÕES PARA FUTUROS TRABALHOS 
 

Para futuros trabalhos com relação ao estudo do tratamento de efluentes 

contaminados com metais pesados pelas BPNS, seria interessante: 

 Avaliar a alteração de pH do meio durante a fermentação de forma a conhecer os 

metabólitos produzidos pelas mesmas que propiciam o aumento desse parâmetro. 

 Realizar um estudo com maiores concentrações de biomassa; 

 Utilizar uma associação com outros microrganismos seria interessante, já que com 

a co-cultura das bactérias Rhodobacter capsulatus e Rodospirullum rubrum no 

presente estudo, a remoção dos metais pesados foi promissora; 

 Investigar a junção de etapas físico-químicas como eletrodiálise, por exemplo, 

seguidas das etapas biológicas para a remoção dos metais pesados; 
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