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RESUMO

Paises em desenvolvimento fazem maior uso de metais pesados para 0s processos industriais de extracdo e
produgdo de produtos primarios para exportacdo. Estes metais pesados além de apresentar um risco ambiental
a fauna e a flora, também podem acarretar uma série de patologias no ser humano. As tecnologias
convencionais para o tratamento de metais pesados além de serem caras ndo apresentam eficacia quando em
baixas concentragBes deste residuo. Assim, a busca por novas tecnologias para o tratamento de &gua
contaminada com metais pesados vem sendo comumente estudado em diversas partes do mundo, fazendo uso
da biotecnologia como aliada na utilizacdo de microrganismos para realizar este tipo de tratamento. Assim, o
presente trabalho tem por objetivo analisar a biomassa do isolado Mucilaginibacter sp., para a remocéo de
niquel em solugdo aquosa através do mecanismo de biossorgdo. Foi realizado o crescimento bacteriano em
duas fontes solveis de niquel NiSO4 e NiCly, a quantificacdo da fracdo celular e sobrenadante de cultura foi
realizada utilizando a espectrometria de absorcdo atbmica em chamas com lampada para niquel e realizada a
analise das isotermas de biossor¢do geradas através de calculos das equagdes de Langmuir e Freundlich. O
isolado apresentou um crescimento expressivo quando na presenca das fontes de niquel, principalmente em
NiSOs, o possivel mecanismo de biossorgdo foi atestado na quantificacdo, que obteve um limite detectavel
maior na fragdo extracelular (sobrenadante), corroborando para a afirmativa do seu potencial biotecnologico.

PALAVRAS-CHAVE: Biossorcao, Niguel, Mucilaginibacter, Adsorcéo.

INTRODUCAO

Segundo o relatério anuéario mineral brasileiro do DNPM (BRASIL, 2016), o niquel esta entre os oito minerais
que se destacam no cenario da extracdo mineraria por corresponder a 98,5% do valor da producdo
comercializada da classe dos metalicos, totalizando 67,5 bilhGes de reais para a economia brasileira. Ainda
sobre este relatério, no Estado do Goias as reservas de niquel correspondem a 74,78% do total do Pais.

O niquel é uma das principais preocupacdes devido aos seus maiores usos em paises em desenvolvimento
(JOBBY; JHA; DESAI, 2015). Este, assim como outros metais pesados, ndo é biodegradavel e é téxico em
niveis elevados. As aguas residuais que contém niquel sdo originarias das industrias de mineracdo, industria de
metais, aeronaves e veiculos automdveis, baterias recarregaveis, industrias quimicas, galvanoplastia, pigmentos
para tintas ou ceramicas, equipamentos eletrdnicos ou informaticos e etc. (VOLESKY; HOLAN, 1990;
CONGEEVARAM et al., 2007).

No Brasil, segundo a Resolugdo CONAMA (BRASIL, 2005) n° 357, de 17 de marco de 2007, a tolerancia
maxima para o parametro de niquel em todas as classes de enquadramento das aguas, é de 0,025 mg/I.
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Os processos convencionais de tratamento de agua ndo sdo capazes de tratar metais pesados. Porém, existem
algumas tecnologias que possibilitam o tratamento desses compostos. Sdo métodos classicos baseados na
precipitacdo quimica, oxidagdo e redugdo quimica, troca de ions e a reducédo eletroquimica, utilizados para
remover ions de metais pesados (AKSU; KUTSAL, 1990). No entanto, esses processos podem ser ineficazes
ou extremamente caros quando as concentra¢des iniciais de metais pesados estdo na faixa de 1-100 mg/I
(HANIF et al., 2007).

Na busca por tecnologias sustentaveis para o tratamento de metais pesados em agua, 0 uso da biotecnologia
tem se mostrado de muita valia, pois além de proporcionar eficiéncia e baixo custo operacional, se comparados
aos métodos convencionais, ndo gera impactos negativos ao ecossistema. Neste cenario, a biossorcdo vem
sendo comumente estudada para estes fins.

A biossorcdo pode ser definida como um processo onde se utiliza biomassa vegetal ou microrganismos na
retencdo, remocao ou recuperacdo de metais pesados de um ambiente liquido (VOLESKY, 2001). Sendo um
processo passivo de sequestro e concentragcdo de metal por sitios quimicos (grupos funcionais de metal como
carboxila, sulfonato, fosfato, hidroxila, residuos amina ou imino) presentes naturalmente na superficie da
biomassa microbiana viva ou morta. A sor¢do de metal pode ser mais ou menos seletiva dependendo dos
organismos usados e das condi¢Ges ambientais (por exemplo, pH, salinidade) (BRANDL, 2005).

As tecnologias baseadas no uso de microrganismos devem competir com ambos, 0s termos operacionais e
econdmicos na remocao de metal existente no sistema de tratamento de agua (OZTURK, 2007). A capacidade
das biomassas microbianas para remover ions metalicos tem recebido consideradvel atencdo para o
desenvolvimento de uma biotecnologia eficiente, limpa e barata para o tratamento de &guas residuais em
concentracdes de metal tdo baixas quanto 1 mg/l (AL-FAKIH, 2015).

Quadro 1 — Vantagens do processo de biossorcéo.
Custo Geralmente  baixo. A maior parte dos
biossorventes usados é proveniente de residuos
industriais e agricolas.
pH O pH da solucdo tem forte influéncia na captura
de metais. No entanto, a faixa de pH de interesse
industrial é larga.

Temperatura Como a biomassa € inativa, a temperatura possui
pequena influéncia no processo.

Armazenamento Féacil de manter.

Grau de remogéo do metal Tende a ser mais alto do que em células vivas.

Taxa de remocgao Geralmente rapida.

Regeneracéo e reuso Possibilidade de regeneracdo da biomassa, com
perspectivas de reuso em varios ciclos.

Recuperacédo do poluente Utilizando-se um  efluente  apropriado, a

recuperacdo é possivel. Em muitos casos solugdes
dcidas ou bésicas mostram-se eficientes na
remocao.

Fonte: Com adaptac¢des (VIJAYARAGHAVAN; YUN, 2008).

O processo simples de adsorgdo dos transportadores solidos é o principal mecanismo de fixacdo de muitas
espécies bacterianas. A carga matriz extracelular, a sua composicdo e a morfologia sdo os principais
pardmetros que influenciam essa adesdo bacteriana (SONCINI; FRANCHETTI; MARCONATO, 2003).

O isolado bacteriano do género Mucilaginibacter sp., apresenta potencial biotecnolégico em realizar o
processo de bioacumulacdo das fontes soliveis de niquel (ARAUJO et al., 2016). Este isolado tem a
capacidade de produzir &cido poliglutdmico (PGA) quando na presenca de estresse causado por concentragdes
toxicas de niquel. O PGA é um polimero feito de unidades de repeticdo do aminoacido glutamato conectado
por ligagdes peptidicas, e tem massa molecular de 1-20kDa (BAJAJ; SINGHAL, 2009; OGUNLEYE et al.,
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2015). Esta biomassa de PGA pode ser utilizado pela bactéria para sequestrar metais do lado de fora da célula,
podendo estar envolvido no processo de resisténcia a niquel.

Desta maneira, o presente trabalho tem por objetivo determinar, a partir de solu¢es aquosas, o potencial de
utilizar a biomassa do isolado Mucilaginibacter sp. SAP B3, em realizar a remogao dos fons de Ni?* por meio
da biossorcdo, com o intuito de realizar o tratamento do ion metalico na fonte aquosa. Para tal, sera monitorado
e verificado a influéncia dos fatores ambientais, tais como pH, tempo de contato, concentragdo inicial de ions
metalicos, temperatura, dose de biomassa e taxa de agitacdo.

MATERIAIS E METODOS
LOCAL DE ISOLAMENTODA CULTURA BACTERIANA

O microrganismo escolhido afim de se avaliar a utilizacdo da biomassa para realizar a biossorgéo de niquel, foi
a bactéria do género Mucilaginibacter sp., previamente isolada de solos serpentinicos (ou ultramarficos) de
uma area de mineragdo de niquel na regido de Barro Alto — GO.

MEIOS DE CULTURA E PREPARAGAO DA AMOSTRA

O isolado Mucilaginibacter sp., foi cultivado e mantido em caldo nutritivo R2A: Caseina Acida Hidrolisada:
0,50 g/l; Extrato de Levedura: 0,50 g/l; Peptona Proteose: 0,50 g/l; Dextrose 0,50 g/l; Amido solavel: 0,50 g/l;
Fosfato Dipotassico: 0,30 g/l; Sulfato de Magnésio: 0,024 g/l; Piruvato de Sédio: 0,30 g/l; pH Final: 7,2 £ 0,2,
acrescido de Agar nutriente. As células bacterianas foram mantidas em placas de Petri por arranhdes e foram
deixadas durante uma semana a 30 °C.

REAGENTES

Todos os produtos quimicos utilizados no presente estudo foram de grau analitico. Para experiéncias com
varias concentragcdes de metal, a solucdo de reserva foi diluida adicionalmente com ddH,O. Para as fontes de
NiSO. e NiCl,, uma solucdo de 1mM foi preparada e esterilizada por filtracdo, essa solucéo foi adicionada ao
meio de cultura depois de autoclavado. O valor do pH de cada solucdo de metal de teste foi ajustado para o
valor desejavel com HCI 0,1 M.

ENSAIOS DE BIOSSORCAO

Ap6s o crescimento em placa Petri, a biomassa bacteriana foi colhida usando espéatula previamente
esterilizada. Foi realizado o inoculo de 0,04 g de biomassa em solucdo aquosa (agua ultrapura) em frascos
Erlenmeyers aletados de policarbonato, a fim de evitar que o metal se associe ao vidro, de 100 ml, contendo 20
ml de solucdo metélica com concentracdo de 50 mg/l e posteriormente, encubados em um agitador durante 120
minutos a 30 °C com rotacdo de 180 rpm.

O efeito do pH inicial, tempo de contato, concentracdo inicial de ions metélicos, temperatura, dose de
biomassa e a taxa de agitacdo na biossorcdo do metal foi estudada.

Apos o final de cada experiéncia, a amostra foi centrifugada (durante 5 min a 1000 rpm) e as concentracGes de
fons metalicos no sobrenadante, fragdo celular (pellet) e branco foram determinadas.

A quantidade de ions metalicos adsorvidos foi estimada como a quantidade de metal (mg) por unidade de peso
seco de biomassa (g) usando a seguinte equag&o:
vic,-c,)
M equacéo (1)
Onde,
V = volume da solucdo metalica (L);
Ci= é a concentracdo inicial de metal (mg/l);
Cr = é a concentracdo final/residual (mg/l);
M = é a quantidade de biomassa (g).
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ANALISE DO ION METALICO

Para quantificacdo do ion metélico no sobrenadante do meio de biossorcdo, foi preparado solucdes por
diluicdo a partir do padrdo 1000 ppm (Fluka) para concentrag@es entre 0,4 a 5 ppm utilizando-se solucédo de
acido nitrico 0,1 molL-1 como solvente. As medidas de absorbancia foram obtidas com o Flame Atomic
Absorption Spectrometry - FAAS (Varian FS200) com lampada para niquel. As medidas foram feitas em
triplicata.

A amostra foi centrifugada para separacdo das fragdes por 30 minutos a 11.000rpm. A seguir, a amostra de
sobrenadante, foi filtrada em sistema de filtracdo com membrana de polietersulfona (PES) e poro de 0,2 um. A
todos os frascos foi adicionado acido nitrico concentrado a propor¢do 1:1000 v/v, a fim de evitar associacdo do
metal no frasco (de plastico) em que foi mantido a 4 °C até a quantificacdo.

Os volumes das amostras foram reduzidos até aproximadamente 5 mL em chapa aquecedora, controlando-se a
temperatura para que o liquido ndo entrasse em ebulicdo. Cada solucdo foi cuidadosamente transferida para
baldes volumétricos de 5 mL e o volume foi ajustado com agua ultrapura.

O contetdo de cada baldo volumétrico foi transferido para os vesels do micro-ondas analitico (Titan MPS
Perkin Elmer) e foi adicionado 10 mL de agua régia recém preparada (HCI:HNO3 1:1). Os acidos utilizados
foram previamente destilados em destilador apropriado (Destillacid).

A digestdo no micro-ondas foi conduzida seguindo a seguinte rampa de aquecimento: 1°) 160 °C / 30 Bar / 5
min (hold); 2°) 190 °C / 30 Bar / 1 min / 10 min; 3°) 50 °C / 30 Bar / 1 min / 10 min; 4°) 50 °C / 0 Bar / 0 min/
0 min. Esperou-se 20 a 30 minutos para que o sistema se resfriasse.

Ap6s a digestdo por micro-ondas a amostra foi transferida para balGes volumétricos 25 mL e o volume
completado com &gua ultrapura. Finalmente cada solucdo foi armazenada em frasco plastico e levada para
realizacdo da leitura de absorbancia no FAAS (Varian FS200).

ANALISE DAS ISOTERMS DE BIOSSORCAO

Séo varios os modelos matematicos utilizados para expressar quantitativamente a relagdo entre a adsorcao e a
concentragdo de soluto. Os modelos mais utilizados sdo 0s modelos das isotermas de adsorgdo de Langmuir e
Freunddich (RATHINAM et al., 2010), que descrevem adequadamente esse equilibrio. A isoterma de

Langmuir foi entdo obtida ao tragar os valores da capacidade de biossorgdo (J) em relagéo & concentragdo de
metal residual (Cf) em solugdo. A equacéo de Langmuir é dada linearmente por (FOO; HAMEED, 2010):

1 [ R [ I ]
_ = || — 4| ——
{ir.'.- N qn\;nh /I [ r_ ¥ '\_ c.fmiuc

Onde,

ge = metal adsorvido no biossorvente (mg/g) no equilibrio;

gmax= quantidade maxima possivel de metal adsorvido por unidade de peso de biossorvente;
Cs = concentracdo residual do metal (mg/I) na solucéo;

b = constante de equilibrio relacionada a afinidade dos locais de ligacdo para 0s metais.

equacdo (2)

A equagdo linearizada de Freundlich é dada por (FOO; HAMEED, 2010):
logg, =(1/n)logC, +logK,

Onde,

ge = metal adsorvido no biossorvente (mg/g) no equilibrio;

Ct= concentracdo residual do metal (mg/l) na solucéo;

K: = constante empirica que fornece uma indicagdo da intensidade da adsorcao;
n = constante de adsorcéo de Freundlich.

equacdo (3)
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ANALISE DOS RESULTADOS

Os valores apresentados no estudo foram realizadas em triplicada e expressos como médias + desvio padréo.
Para todas as andlises estatisticas foi utilizado o Microsoft Excel versdo Office Plus 2013 (Microsoft
Cooperation, EUA). Onde foi possivel avaliar se o efeito e a interacdo dos fatores investigados foram
significativos em relacdo ao desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolado Mucilaginibacter sp., mostrou um desenvolvimento na producdo de PGA maior em meios que
continham a fonte NiSOs do que NiCl.. Na presenga de NiSO, obteve-se um maior crescimento nas
concentracdes de 0,5 e 1 mmol/L do que a fonte sem niquel (O mmol/L). Observou-se também um crescimento
bacteriano gradual das concentracfes de 2 e 4 mmol/L, apresentando uma fase Lag, fase em que a atividade
bacteriana ndo é detectada, mais longa do que na presenca do cloreto.
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Figura 1 — Curva de crescimento em erlenmeyers aletados de policarbonato do isolado Mucilaginibacter
sp., na fonte de niquel NiO4. As barras de erro mostram o desvio padréo das médias.

Na presenca de NiCl, obteve-se um crescimento nas concentragdes de 1 e 2 mmol/L, o que €é igual ao
crescimento sem a fonte de niquel (0 mmol/L). Observou-se um crescimento representativo nesta fonte apesar
do cloreto ser mais tdxico em relagéo ao sulfato.
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Figura 2 — Curva de crescimento em erlenmeyers aletados de policarbonato do isolado Mucilaginibacter
sp., na fonte de niquel NiCl.. As barras de erro mostram o desvio padrdo das médias.

Como resultado da quantificacdo para a fonte de NiSO4, temos para o isolado Mucilaginibacter sp., que nas
fracBes celular (pellet), sobrenadante e lavagem nas concentraces de 1, 2 e 4 mmol/L, obtiveram uma
quantidade detectavel de niquel acima do limite de deteccdo, constatando que a biomassa produzida pelo
isolado possui uma grande capacidade de aderir e/ou absorver a espécie metalica em solucéo.

Tabela 1- Quantificacdo de NiSOa4 nas fracdes pellet, sobrenadante e branco, crescidos nas concentracées
de 0, 1, 2 e 4 mmol/L, para o isolado Mucilaginibacter sp.

Concentracao de niquel em (mmol/L) 0 1 2 4

Isolado Fracéo Concentracao de niquel (ppm)
Pellet <LD 081 087 2

Mucilaginibacter sp. Sobrenadante <LD >5 >5  >5
Branco <LD >5 >5 >5

*LD: Limite de deteccéo.

O resultado da quantificacdo de NiCl, bem como os resultados das andlises das isotermas de biossorcdo nao
foram concluidos a tempo para apresentacdo final deste trabalho.

CONCLUSAO

Apesar das analises das isotermas de biossorcdo ndo terem sido concluidas, tudo indica que o isolado
Mucilaginibacter sp., possui grande potencial para realizar o procedimento proposto do tratamento de uma
solugdo aquosa pelo mecanismo de biossor¢do. O fato do seu metabolismo celular possuir mecanismo de
resisténcia que tolera e se beneficia com a presenca do niquel, faz com que este sobreviva a situagdes de
estresse causado pelo metal. O possivel mecanismo de biossorgdo é atestado na quantificagéo, que obteve um
limite detectavel maior na fracdo extracelular (sobrenadante), corroborando para a afirmativa do seu potencial
biotecnolégico.
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