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RESUMO GERAL

Nos ultimos anos grande aten¢do tem sido dada ao tratamento de
efluentes contendo metais pesados, visto que a contaminag@o das dguas por estas
substancias ocorre frequentemente e cada vez com maior quantidade empregada
nos processos industriais. O crescimento de fungos em meios suportes colocados
dentro de reatores (biofiltros) produz uma remocao de metais eficiente e de
baixo custo, podendo ser utilizada para diversos metais com o uso de diferentes
espécies. Em razdo das vantagens apresentadas pela biossor¢do, nesta pesquisa
objetivou-se desenvolver biofiltros preenchidos com diferentes meios suportes
inoculados com o fungo Cladosporium cladosporioides, para avaliar a
capacidade de adsor¢do de cobre. O inéculo utilizado foi o micélio do fungo
Cladosporium cladosporioides, isolado GO88, pertencente a colecdo do
Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia do EcoCentro da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) pré-cultivado em meio
solidificado BDA (batata-dextrose-agar), cultivado em placas de Petri de 150
mm no meio BDA, com temperatura de 25° C por 10 dias. Foram utilizados
microscopia eletronica de varredura aliada a técnica de micro andlise de raios-X
com EDS (Energy Dispersive Spectrometry), sendo o fungo imerso em solucdes
de sulfato de cobre nas concentragdes de 0, 10, 20 e 50 mg L. Depois, por meio
de modelos de isoterma de adsor¢@o e pela cinética de adsorgdo, a biossor¢do foi
avaliada e, monitorados os biofiltros preenchidos com os meios suportes argila
expandida, escéria de alto forno e tubo corrugado amarelo 5/8”, o processo de
biossor¢do por Cladosporium cladosporioides foi estudado. O fungo
Cladosporium cladosporioides foi capaz de adsorver o metal cobre na forma de
sulfato de cobre, como confirmado pela microanalise de raios-X. A melhor
adsor¢do do metal ocorreu quando o fungo foi imerso na solugdo com
concentragdo de 20 mg L' de sulfato de cobre. O cobre bivalente, na forma de
sulfato de cobre foi adsorvido por Cladosporium cladosporioides nos meios
suportes utilizados: escoria de alto forno, argila expandida e tubo corrugado
amarelo 5/8” e a concentragio de cobre de 6,27 mg L™, ou 20 mg L™ de sulfato
de cobre foi a melhor concentragdo no processo de biossor¢do pelo fungo
Cladosporium cladosporioides inoculado nos meios suportes utilizados. O
biofiltro foi eficiente para o cultivo do fungo e deve ser utilizado como
polimento para efluentes contendo metal, ou seja, deve ser utilizado apds o
tratamento bioldgico ou quimico, quando a concentragdo de matéria organica ja
tenha atingido os niveis de tratamento desejaveis.

Palavras-chave: Reatores. Metais pesados. Tratamento de efluentes. Meio
suporte.



GENERAL ABSTRACT

The treatment of effluents containing heavy metals has attracted great
attention in the last decades as water contamination with these substances occurs
frequently and in increasingly larger amounts in industrial processes. Fungi
growth in support media placed inside the reactors (biofilters) produces an
effective, low-cost metal removal, and it can be used for several metals by using
different species. In view of the biosorption advantages, this work aimed to
develop biofilters filled with different support media inoculated with the fungus
Cladosporium cladosporioides to evaluate copper absorption capacity. The
inoculum used was the mycelium of the fungus Cladosporium cladosporioides,
isolate G088, from the collection of the Laboratory of Plant Pathology and
Microbiology of EPAMIG EcoCenter, pre-cultivated in solidified PDA (potato-
dextrose-agar) medium, cultivated in 150 mm Petri dishes in PDA medium, at
25° C for 10 days. Scanning electron microscopy combined with x-ray
microanalysis with EDS (Energy Dispersive Spectrometry) was used, with the
fungus being immersed in copper sulfate solutions at concentrations of 0, 10, 20
and 50 mg L. By means of adsorption isotherm models and adsorption kinetics,
biosorption was evaluated and after the biofilters filled with the support media
expanded clay, alkali-activated slag and 5/8 yellow corrugated pipe were
monitored, the biosorption process by Cladosporium cladosporioides was
studied. The fungus Cladosporium cladosporioides was capable of adsorbing the
metal copper in the form of copper sulfate, as confirmed by X-ray microanalysis.
The best metal adsorption occurred when the fungus was immersed in solution
with concentration of 20 mg L' of copper sulfate. Bivalent copper, in the form
of copper sulfate was adsorbed by Cladosporium cladosporioides in the
following support media: alkali-activated slag, expanded clay, and 5/8” yellow
corrugated pipe with copper concentration of 6.27 mg L, or 20 mg L™ of
copper sulfate being the best concentration obtained in the biosorption process
by the fungus Cladosporium cladosporioides inoculated in the support media
used. The biofilter was efficient for fungus cultivation and must be used as
polish for heavy metal-containing effluents, i.e., it must be used after biological
or chemical treatment, when the organic matter concentration has already
reached the desired treatment levels.

Keywords: Reactors. Heavy metals. Effluent treatment. Support medium.



Capitulo 1

Figura 1

Figura 2

Capitulo 2

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Capitulo 3

Figura 1

LISTA DE FIGURAS

Mecanismos de biossor¢do: (a) classificagdo de acordo com a
dependéncia no metabolismo celular, (b) classificagdo de acordo
com 0 local onde 0 metal removido é
11670701 ¢ 16 Lo USRS

Eletromicrografia oOtica do fungo Cladosporium

CladOSPOIIOITES. ......cveiericiecieeiieeeeeteet ettt

Espectro da microandlise de raios-X da composicdo das
amostras de Cladosporium cladosporioides em diferentes
concentragdes de sulfato de cobre. A) 0 mg L™'; b) 10 mg L™'; C)
20mg L eD)50mg Lo,

Crescimento do fungo Cladosporium cladosporioides, apos
imersdo na solu¢do de sulfato de cobre, cultivado em meio

solidificado BDA e incubado a 25 °C. (a) aos 10 dias; (b) aos 14

Eletromicrografia de varredura das amostras de Cladosporium
cladosporioides para concentragio de 20 mg L' de
CuS0,4.5H,0. Setas para direita indicam esporos, setas para

esquerda indicam hifas..........ccceeveeieniecienieniececeeee e

Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 0,25;
0,50 ¢ 0,75 h para o fungo Cladosporium cladosporioides

inoculado em escoéria de alto forno..........ccceeevvieeiivcccieeeeeeeeee,

37

40

59

61

61

73



Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Isoterma de adsor¢@o para os tempos de contato (Tc) de 1,0;
1,5; 2,0 e 2,5h para o fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em escoria de alto forno.........c.cvceveeeeiecienicncncncnns
Isoterma de adsorcdo para os tempos de contato (Tc) de 3,0;
4,0 ¢ 5,0h para o fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em escdria de alto forno..........ccoeeeverieneencnicneencns
Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 6,0
12,0 ¢ 24h para o fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em escoria de alto forno.........coceeevevcncrcncenicniennenn
Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado em escoria de alto forno para a

concentragio de 3,53 mgCu? L' (10 mg L' de sulfato de

Cinética de adsorg¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado em escoria de alto forno para a

concentragio de cobre de 6,27 mg L™ (20 mg L™ de sulfato de

Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado em escoria de alto forno para a

concentragio de cobre de 13,06 mg L™ (50 mg L™ de sulfato de

Efeito do tempo de contato com a variacdo das concentracdes
iniciais de cobre na velocidade de adsor¢do para fungo
inoculado em escoria de alto forno. .........ccccevevvevieeciencieennnns

Isoterma de adsor¢@o para os tempos de contato (Tc) de 0,25 e
0,50h para o fungo Cladosporium cladosporioides inoculado

em argila expandida...........ccoceereeiinieiere e

73

74

74

78

78

79

80

81



Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Isoterma de adsor¢@o para os tempos de contato (Tc) de 1,0;
1,5; 2,0 e 2,5h para o fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em argila expandida...........ccoocereeirienirienieeeee

Isoterma de adsorcdo para os tempos de contato (Tc) de 3,0;
4,0 ¢ 5,0h para o fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em argila expandida............cccooeeeeriiiiiieniieiiee e
Isoterma de adsorcdo para os tempos de contato (Tc) de 6,0
12,0 ¢ 24h para o fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em argila expandida...........ccocceveeeriieriniieniee e,
Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado em argila expandida para a

concentragio de cobre de 3,53 mg L™ (10 mg L™ de sulfato de

Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado em argila expandida para a
concentragido de cobre de mgCu®" L™ (20 mg L™ de sulfato de

Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado em argila expandida para a

concentragio de cobre de 13,06 mg L™ (50 mg L™ de sulfato de

Efeito do tempo de contato com a variacdo das concentragdes
iniciais de cobre na velocidade de adsor¢do para fungo
inoculado em argila expandida............cccoeeveeriiiniiieniiiiieie e
Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 0,25;
0,50 ¢ 0,75 h para o fungo Cladosporium cladosporioides

inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8”..........cceeveeveiennne.

82

82

83

85

86

86

87

88



Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Capitulo 4

Figura 1

Isoterma de adsor¢@o para os tempos de contato (Tc) de 1,0;
1,5; 2,0 e 2,5,0h para o fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8”.........c.ccceevevveiennne.
Isoterma de adsorcdo para os tempos de contato (Tc) de 3,0;
4,0 ¢ 5,0h para o fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8”..........cccecveeiveenennne.
Isoterma de adsorcdo para os tempos de contato (Tc) de 6,0
12,0 ¢ 24h para o fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8”..........cccoecevveciennnne

Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8”
para a concentragdo de cobre de 3,53 mg L (10 mg L™ de
SUITAto A€ CODIE)....eoviieeiiiiiiecieeeeete et

Cinética de adsorg¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8”
para a concentragio de cobre de 6,27 mg L' (20 mg L™ de
SUlfato de CODIE).....ccuiiiuiiiiiiciiece e
Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8”
para a concentragio de cobre de 13,06mg L™ (50 mg L™ de
SUITAtO A€ CODIC)...uieiiiieiiiiiieiie ettt

Efeito do tempo de contato com a variacdo das concentracdes
iniciais de cobre na velocidade de adsor¢do para fungo

inoculado no tubo corrugado amarelo 5/8”. ........cccceeevveeieennnnnne.

Desenho  esquemdtico do  Dbiofiltro  (medidas em

89

89

90

92

93

93

94

107



Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Biofiltros prismaticos construidos em vidro de 20 mm de
ESPESSUIA.....ceeeeeeuteutentententeseeste sttt ebesbeebeebeeaeestentenseeensenteeeneenee
Biofiltros contendo os meios suportes argila expandida, pedra
pomes e escoria de alto forno sem inoculagdo.............cceuu.......
Biofiltros com o cultivo de Cladosporium cladosporioides
em meio suporte argila expandida, escdria de alto forno e
tubo corrugado 5/87....cccuveiiieieeie e

Variagdo da temperatura, durante o monitoramento, dos
biofiltros preenchidos com diferentes meios suportes
inoculados com Cladosporium cladosporioides......................

Variacdo do pH da solugdo de CuSO45H,O durante o
monitoramento dos biofiltros prenchidos com os meios
suportes N0 INOCUIAdOS......cc.eevveeeieciieiiieie e

Variacdo do pH, durante o monitoramento dos biofiltros
preenchidos com os diferentes meios suportes inoculados
com o fungo Cladosporium cladosporioides.............cc.ccveneen..
Quantidade de oxigénio dissolvido (OD) observada nos
biofiltros com os diferentes meios suportes inoculados com o
fungo Cladosporium cladosporioides............ccccoceevereeeneeenne.
Meio suporte pedra pomes antes de ser colocada no biofiltro
contendo a solucdo de CuSO4 e apds ser retirada da
SOIUGAOD. . .eiieiii ettt et e e e earea e
Concentracao de cobre no liquido dos biofiltros preenchidos
com os diferentes meios suportes durante o monitoramento

na segunda etapa da PeSqUISA........ccereverrerieeriereerreerrereerenenens

107

110

111

117

118

119

120

124

126



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Concentracdo de cobre, em porcentagem, na solugdo ¢ no
biofilme de Cladosporium cladosporioides cultivado em
argila ~ expandida  nos diferentes tempos de
CONLALO.....oiiiiiiiiiiiii e
Concentracdo de cobre, em porcentagem, na solugdo e no
biofilme de Cladosporium cladosporioides cultivado em
escoria de alto forno mnos diferentes tempos de
CONLALO....oooiiiiiiiii s
Concentracdo de cobre, em porcentagem, na solugdo ¢ no
biofilme de Cladosporium cladosporioides em tubo
corrugado amarelo 5/8” nos diferentes tempos de
CONLALO.....oiiiiiiiiiiiiiiiii e
Eletromicrografia de varredura do reagente sulfato de cobre
(A e B) e do reagente sulfato de cobre diluido na
concentragio de 20 mg L™ .......co.ovuiivieieeeeeeeeeeeee e,
Eletromicrografia de varredura do fungo Cladosporium
cladosporioides antes de ser mergulhado em solugdo de
SUlfato de CODIE.......coiririiniriicecctc e
Eletromicrografia de varredura do fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado no meio suporte argila expandida
depois do contato com a solugdo de sulfato de cobre por 60
dias na concentragdo de 20 mg L™ ........coviviviieiveeeeeeeeeen.
Eletromicrografia de varredura do fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado no meio suporte escoria de alto
forno depois do contato com a solug@o de sulfato de cobre na

concentragdo de 20 mg L por 60 dias............cccccevvverreereennnne.

128

128

129

132

133

134

135



Figura 18

Eletromicrografia de varredura do fungo Cladosporium
cladosporioides inoculado no meio suporte tubo corrugado
amarelo 5/8” depois do contato com a solugdo de sulfato de

cobre na concentragio de 20 mg L' por 48



Capitulo 3
Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Concentracdo de cobre das solu¢des sintéticas de sulfato
de cobre (CuS0O4.5H,0), no tempo Zero.........cceeevveerveenvennne.
Equacgodes de regressdo e comparagdo dos coeficientes de
regressdo (R?) para os diferentes tempos de contato
ESTUAAOS. ...t
Efeito do tempo de contato (Tc) nas constantes de
Freundlich Kd (constante de equilibrio de adsor¢do) e n
(constante relacionada a intensidade de adsor¢do)...............
Equagoes de regressdo e comparagao dos coeficientes de
regressao (R?) para os diferentes tempos de contato
eStUAAdOS. ..convieiiiiieiiee e

Efeito do tempo de contato (Tc) nas constantes de
Freundlich Kd (constante de equilibrio de adsor¢do) e n
(constante relacionada a intensidade de adsor¢@o)...............
Equagdes de regressdo e comparagdo dos coeficientes de
regressao (R?) para os diferentes tempos de contato
EStUAAAOS. .ot
Efeito do tempo de contato (Tc) nas constantes de
Freundlich Kd (constante de equilibrio de adsorgdo) e n

(constante relacionada a intensidade de adsorgao)...............

72

75

77

84

84

91

91



Capitulo 4
Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Estatistica descritiva dos parametros fisico-quimicos:
Acidez total (AT), solidos totais (ST), demanda
bioquimica de oxigénio (DBOs), demanda quimica de
oxigénio (DQO), nitrogénio (NTK) e fosforo (P) do
efluente sintético do biofiltro contendo Cladosporium
cladosporioides inoculado em argila expandida...................
Estatistica descritiva dos parametros fisico-quimicos:
Acidez total (AT), solidos totais (ST), demanda
bioquimica de oxigénio (DBOs), demanda quimica de
oxigénio (DQO), nitrogénio (NTK) e fosforo (P) do
efluente sintético do biofiltro contendo Cladosporium
cladosporioides inoculado em tubo conduite.......................
Estatistica descritiva dos parametros fisico-quimicos:
Acidez total (AT), solidos totais (ST), demanda
bioquimica de oxigénio (DBOs), demanda quimica de
oxigénio (DQO), nitrogénio (NTK) e fosforo (P) do
efluente sintético do biofiltro contendo Cladosporium
cladosporioides inoculado em escoria de alto forno............
Estatistica descritiva da concentragdo de solidos observada
no efluente dos biofiltros sem inoculagdo dos meios

suportes durante 0 MONItOraMENtO..........ceeevveerveerveereeenenens

121

122

123



°C

AT

Ay

BDA

C.V.

Cd

cm’

Cu
CuS04.5H,0

CYA

d—l

DBO:s

DNA

Dp

DQO

H,S

Kd

kJ mol™

MA

mg

LISTA DE ABREVIATURAS

graus centigrados

acidez total

atividade de agua

batata-dextrose-agar

coeficiente de variacao

cadmio

centimetro quadrado

cobre

sulfato de cobre pentahidratado

extrato de levedura, sacarose, Agar, agua destilada,
concentrado Czapech e solugdo metal de Czapech
por dia

demanda bioquimica de oxigénio

Acido desoxirribonucléico

desvio padrao

demanda quimica de oxigénio

hora

acido sulfidrico

coeficiente de reagdo (dia )

constante de equilibrio de adsor¢do da isoterma de
Freundlich

quilojoule por mol

litros

molar

malte-agar

miligrama



2 1. ;
mg cm miligrama por centimetro quadrado

mg L miligrama por litro

MS material suporte

n constante relacionada a intensidade de adsorcdo da
Equagdo de Freundlich

NTK Nitrogénio Total Kiljedal

0, oxigénio

OD oxigénio dissolvido

P fosforo

Pb chumbo

pH potencial hidrogenionico

PVC Cloreto de polivinila (Polyvinyl chloride)

R’ coeficiente de regressao

S quantidade de cobre adsorvida na fase solida

ST solidos totais

STV solidos totais volateis

SVT solidos volateis totais

Tc tempo de contato

UTm unidade de turbidez

uv ultravioleta



CONAMA
COPAM
EDS
EPAMIG
ESALQ
FAPEMIG
LAADEG

MEV
MEV
NAP/MEPA

UFLA
USP

LISTA DE SIGLAS

Conselho Nacional do Meio Ambiente

Conselho de Politica Ambiental

Energy Dispersive Spectrometry

Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
Fundagdo de Apoio a Pesquisa de Minas Gerais
Laboratério de Analise de Agua do Departamento de
Engenharia

Microscopia eletronica de varredura

Microscopio eletronico de varredura

Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletronica
Aplicada a Agricultura

Universidade Federal de Lavras

Universidade de Sdo Paulo



2.2
2.3

2.4

2.5

2.6

2.1
2.2
2.3

2.4

SUMARIO

CAPITULO 1 INtroduco Geral.........cccoovevveeverveeeerersrniinnns
INTRODUGAO ...t
REFERENCIAL TEORICO.......oioeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeenen

O elemMENTO CODIE.....oeiiiceii e

Aguas contaminadas por metais pesados................ccooevenn.

Processos de adsorcado e de bioSSOrGaO0.........cccvvereieresnaeenas
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries..........ccccevene.e.
BIOTIIErOS. ...

Material suporte utilizado no biofiltro..........c..ccccceeviiviivinennnnn.

REFERENCIAS. .. .ottt e e

CAPITULO 2 Microscopia eletronica de varredura e
microandlise de raios-x (eds) como métodos de investigagado
da biossorcdo de cobre por Cladosporium cladosporioides
(Fres.) DE VIIBS....cciiieisieeece et
INTRODUGAO. ...

MATERIAL E METODOS........oooovoereeeeeeeeeeeee s,
V{1 To] o] o F=T VIS0 T JES S
SOIUGAOD SINTELICA.......eviieiiciree e

Preparo para microscopia eletrénica de varredura................
Desenvolvimento do mMicrorganiSmo..........cceevvvieresverenieeriennns

RESULTADOS E DISCUSSAO.........c.ccoviiirierieiisiesiesiesierene,

CONCLUSOES. ...t

26

26

28

28

30

32

40

42

44
47

52
54
56
56
56
57

58

58

62



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

3.1

3.1.1

3.2

321

3.3

331

REFERENCIAS. ..o oottt ettt en e

CAPITULO 3 Modelagem da cinética de biossorcdo de
cobre por Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries
desenvolvido em diferentes meios SUPOItES........cc.ccevrvrrernennns

INTRODUGAO. ...
MATERIAL E METODOS........coooioereeeeeieeeeseeesese s,
INOCUIO.....coi it
Y L= oI o To] i SO
Solucéo de sulfato de cobre..........cccoveviiiiieci e,
Isoterma de adSOrGaD........ccccvvviverieeeierere e
Cinética de adSOrCao..........ceivieieeieeisieeiieieeie e
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccererrrrrrerenesnnssnneens
Meio suporte escoria de alto forno..........c.ccocceveveviiv e,

Cinética de adsorcdo de cobre por Cladosporium

cladosporioides no meio suporte escéria de alto

Meio suporte argila expandida............ccocevevienieninninninsieneeenen,

Cinética de adsor¢do de cobre por Cladosporium

cladosporioidesno meio suporte argila
Lo 0= Lo [ o -
Tubo corrugado amarelo 5/8” ...

Cinética de adsorcdo de cobre por Cladosporium
cladosporioides no meio suporte tubo corrugado amarelo

63

64
66

69

69

69

70

70

71

72

72

77

81

85

88

92



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

29

2.10
2.11

3.1

3.2

CONGCLUSOES. ..o oo en e,

REFERENCIAS. ... oo oot n e

CAPITULO 4 Biossorgdo de cobre por Cladosporium
cladosporiodes (Fres.) de Vries em biofiltro com diferentes
MEIOS SUPOITES. ....vvivieiereerieiieste e sieste s e e e sreere e reeneere e e eneeeeeens

INTRODUGAO. ..o e
MATERIAL E METODOS. ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Local de EXECUGAO. ........c.eiiviriiiiise et
INOCUIO. ...

MEIO SUPOITE......eiiiiieieieicieee e

Inoculagé@o do meio suporte (MS)......ccvvveiirenneneineeee
Preparo do efluente SiNtELiCo.........cccevvvvvrercereie e,
Construcdo do biofiltro........cccccevivve i
ANALISES A CODIE......ouiiiiieiict e

Monitoramento do biofiltro com o0s meios suportes néo
INOCUIAAOS........eoiiciiicie e
Monitoramento do biofiltro com o0s meios suportes
INOCUIAOS. ..o e

ANAlises de MICroSCOPIA.......ccceiiiere e
Avaliacdo microbiolOgica..........ccocevviiiviiiivinn s

RESULTADOS E DISCUSSAO. ... ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees
Y L= IO TS U] o] o (-

Desempenho dos Diofiltros..........cccoveiiineinininccce

98

100

102

102

103

103

105

106

106
108

109

111

112

113

114

114

116



321
3.2.2
3.2.3
3.3
3.4

3.5

Avaliacdo microbiol0gica...........cccoveiniiiniiiic

CONCLUSOES.
REFERENCIAS

116
117
119
125
131
136
137
138



26

CAPITULO 1 - INTRODUGAO GERAL

1 INTRODUCAO

A polui¢do do meio aquatico por metais pesados pode causar alteragdes
das caracteristicas fisicas (turbidez, cor, temperatura, viscosidade, tensdo
superficial), quimicas (demanda quimica de oxigénio (DQO), pH, acidez,
alcalinidade, for¢a idnica, oxigénio dissolvido (OD), grau de toxicidade,
nutrientes) ou bioldgicas (espécies de fitoplancton e zooplancton),
comprometendo a sua qualidade para o consumo humano e para outros tipos de
atividades, dependendo do grau de polui¢do ou contaminagdo (BARROS, 2006;
CLARISSE; AMORIM; LUCAS, 1999).

Grandes quantidades de efluentes contendo elevados niveis de metais
toxicos sdo resultantes do aumento do uso de metais ¢ de produtos quimicos nos
processos industriais. Industrias de corantes, téxteis, de alimentos,
petroquimicas, além das agroindustrias, langam seus efluentes nos cursos
d’agua, na maioria das vezes sem um tratamento prévio adequado. A presenga
de metais toxicos atribui problemas de disposi¢cdo no meio ambiente, decorrente
da sua natureza ndo degradavel e persistente. Essa persisténcia garante os efeitos
ao longo do tempo, mesmo depois de interrompidas as emissdes
(AHLUWALIA; GOYAL, 2007; SRIVASTAVA; MAJUMDER, 2008).

Por possuirem caracteristicas que lhes conferem as propriedades de
bioacumulagido ¢ de biomagnificagdo na cadeia alimentar, ou seja, a absorgao
metabolica e a translocagdo ativa para dentro da célula que resultam em
acumulacdo celular, os metais pesados apresentam potencial risco a saude
humana e a outras formas de vida, causam incomodos e, algumas vezes, danos

irreversiveis ao sistema vital do corpo. Ha que se considerar, ainda, a
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permanéncia no ambiente e as distor¢des nos processos metabolicos dos seres
vivos (AHLUWALIA; GOYAL, 2007; JORDAO; PEREIRA; PEREIRA, 2002).

Métodos convencionais de tratamento de efluentes contendo metais
pesados produzem quantidades significativas de subprodutos com caracteristicas
recalcitrantes, além de serem técnicas onerosas e de dificil reprodugdo
(BARROS, 2006).

Novos métodos para o tratamento de efluentes contendo metais pesados,
com o uso de microrganismos como despoluidores, precisam ser desenvolvidos,
sendo necessario que sejam menos onerosos € mais eficientes para a diminuigao
da contamina¢do (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Entender o mecanismo pelo qual os microrganismos acumulam metais €
fundamental para o desenvolvimento de processos microbioldgicos para
remogao e recuperacdo de metais de solugdes aquosas (FARKAS, 1980).

Este trabalho esta estruturado em quatro capitulos: o Capitulo I contém a
revisdo de literatura dos assuntos discutidos na tese e os objetivos; o Capitulo II
demonstra a biossor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides; o
Capitulo III estuda a as isotermas e a cinética de biossor¢do e o Capitulo IV
avalia a biossor¢do em escala de bancada, com o estudo do comportamento do
fungo inoculado nos meios suportes pré-estabelecidos dentro de um reator
(biofiltro).

Conduziu-se esta pesquisa com o objetivo de desenvolver biofiltros
preenchidos com os meios suportes pré-estabelecidos argila expandida, escoria
de alto forno e tubo corrugado amarelo 5/8”, inoculados com o fungo
Cladosporium cladosporioides para avaliar a capacidade de adsor¢do de cobre

pelo fungo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O elemento cobre

O elemento cobre possui este nome por ser originado do termo em latim
cuprum, que significa ilha de Chipre, famosa por suas minas de cobre, sendo um
metal ductil e marrom avermelhado (MACEDO, 2006). E considerado metal
pesado por possuir densidade de 8,96 g cm™, sendo que diversos compostos sdo
capazes de reagir com ele; sua concentragdo na fase liquida ¢ determinada pela
solubilidade da forma menos solivel presente no sistema (KING, 1996).

O cobre pode existir em aguas naturais em forma dissolvida como ion
cuprico ou na forma de complexo com anions inorgénicos ou ligantes organicos,
como por exemplo, carbonatos, cloretos acidos humicos ou fulvicos. Duas séries
de compostos sdo originadas do cobre: os cuprosos, em que ele funciona como
monovalente e os clipricos, em que funciona como bivalente (MACEDO, 2006).
O cobre provém de &aguas residudrias de inddstrias como a galvanoplastia,
mineragdo, elétrico e eletronicos, producdo de ferro e aco, indistria de metais
nao-ferrosos, industrias de materiais de impressao e fotograficos, metalurgicas e
industrias de acabamento (MUKHHOPADHYAY; NORONHA;
SURAISHHUMAR, 2007).

Sendo considerado como um dos elementos mais potencialmente toxicos
(CAMARGO; ALLEONI; CASAGRANDE, 2001), o cobre ¢ um
micronutriente, esta incluido no ciclo bioecoldgico e apresenta papel essencial
na nutri¢do das plantas animais e humanos, no entanto, quando sua concentragao
¢ elevada, torna-se toxico (KING, 1996; SILVEIRA; ALLEONI, 2007), pois
quando plantas e animais sdo expostos a concentragdes elevadas de cobre

indisponivel, a bioacumulagdo, ou seja, a acumulac¢do celular que resulta da
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absor¢do metabolica e da translocagdo ativa para dentro da célula, com possiveis
reagdes toxicas, pode ocorrer (MACEDO, 2006).

O cobre ¢ um nutriente essencial, utilizado em varias funcdes
fisiologicas e bioquimicas, ¢ um metal redox fortemente ativo, encontrado em
pequenas quantidades no organismo humano, tanto na forma de ion cuprico (Cu
II) — predominante — como na de ion cuproso (Cu I)(1) — no interior das células
(LINDER, 1996).

A deficiéncia de cobre pode provocar anemia (HART, 1928), bem como
diminuicdo na producdo de energia e anormalidades nos metabolismos da
glicose (o que pode contribuir em alguns casos para o desenvolvimento de
diabetes) e do colesterol (podendo causar problemas cardiacos) (KLEVAY,
2000). Dessa forma, a deficiéncia de cobre compromete varios sistemas de
defesa do organismo. Em contrapartida, como a diminuicdo do cobre estd
associada ao estresse oxidativo, sua eclevagdo também causa toxicidade
relacionada com a peroxidacdo lipidica de membranas, provocando dano celular,
oxidagdo protéica ¢ danos ao DNA (CHAO; ALLEN, 1992; NELSON;
HUANG; MATHIAS, 1992; SAARI, 2000).

Geralmente, casos de intoxica¢cdo humana por cobre sdo decorrentes da
ingestdo de bebidas contaminadas pelo metal ou da alta ingestdo de sais do
mesmo (URIU-ADAMS; KEEN, 2005) e podem representar alto risco,
principalmente para individuos portadores da doenca de Wilson (BREWER,
2000; EIFE, 1999), que é uma doenga autossOmica recessiva, caracterizada por
deficiéncia na proteina transportadora de cobre: a ceruloplasmina (MORO et al.,

2007).
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2.2 Aguas contaminadas por metais pesados

A contamina¢do do meio ambiente ¢ o principal problema advindo das
acoes do homem (MUKHPADHYAY; NORONHA; SURAISHHUMAR, 2007).

As agdes antropicas em uma bacia hidrografica resultam, em geral, em
grandes quantidades de efluentes contendo elevados niveis de metais pesados
toxicos que, quando dispostos no meio ambiente, acarretam problemas, em razao
da sua natureza ndo degradavel e persistente. Significantes quantidades de
metais pesados sdo liberadas para o ambiente advindas das atividades humanas
tais como mineracdo, aplicacdo de residuos de industrias, aplicacdo de
defensivos agricolas e fertilizantes, uso de lodo urbano, dentre outras
(CAMARGO; ALLEONI; CASAGRANDE, 2001).0s ions de metais téxicos
apresentam potencial risco a saide humana e a outras formas de vida. Os metais
toxicos causam incomodos e algumas vezes, danos irreversiveis ao sistema vital
do corpo, podendo interferir na atividade enzimatica e na formacao das células
vermelhas (GUINESE; ESTEVES; CAVALHEIRO, 2007; AHLUWALIA;
GOYAL, 2007).

Os metais pesados reduzem a capacidade autodepurativa das aguas, em
razdo da acdo toxica exercida por estes elementos sobre os microrganismos
responsaveis pela depuracdo natural em sistemas aquaticos (BRANCO, 1986).

Os efluentes contendo metais podem levar ao aumento de nutrientes nos
cursos d’agua, podendo aumentar a fertilidade dos sedimentos na coluna de agua
e, consequentemente, levar a eutrofizagdo, ou seja, ao excesso de nutrientes
(principalmente nitrogénio e fosforo) na agua, que, com o tempo, produz
deficiéncia de oxigénio nas aguas, causando morte da vida aquatica (GUINESE;
ESTEVES; CAVALHEIRO, 2007).

Esse aumento de nutrientes pode ser decorrente dos principais grupos

quimicos da biomassa microbiana, capazes de participar na biossor¢do, que sao
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os grupos eletronegativos como os grupos hidroxila ou sulfidrila, aniénicos
como os grupos carboxila e fosfato e grupos contendo nitrogénio como os
aminoacidos. Os grupos carboxila e fosfato sdo considerados como importantes
sitios de ligacdo para muitos metais toxicos (REMACLE, 1990), enquanto os
grupos amino da quitina s@o considerados como importantes sitios de ligacdo em
Rhizopus arrhizus. (TOBIN; WHITE; GADD, 1994).

Os elementos arsénio, cadmio, cobre, cromo, mercurio, niquel, chumbo,
zinco, dentre outros, sdo poluentes cujos efeitos incluem toxicidade, inibi¢do do
tratamento biologico, problemas na disposicdo do lodo na agricultura e
contamina¢do da dgua subterrrdnea (SPERLING, 2006). Por ndo serem
biodegradaveis, a dificuldade na remocdo dos metais pesados em aguas
contaminadas € maior (GUINESE; ESTEVES; CAVALHEIRO, 2007).

O nivel de metais nas aguas naturais brasileiras ¢ definido pela
Resolugio CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) n° 357 de 17 de
margo de 2005, que, no Art. 3° do Capitulo II, Classificacdo dos Corpos de
Agua, classifica as aguas doces, salobras e salinas do Territorio Nacional,
segundo a qualidade requerida para os seus usos preponderantes, em treze
classes de qualidade e, no Artigo 7°, estabelece limites individuais, para cada
substancia, em cada classe, para os padrdes de qualidade das 4guas determinados
nesta Resolucdo. Assim, os limites para o metal cobre sao (CONSELHO

NACIONAL DO MEIO AMBIENTE - CONAMA, 2005):

a) para aguas doces de classes I e II - Cobre dissolvido = 0,009 mg
L

b) para adguas doces de classe III - Cobre dissolvido = 0,013 mg L~
I,

b

¢) para lancamento de efluentes - Cobre dissolvido = 1,0 mg L™
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No Estado de Minas Gerais, o Copam — Conselho de Politica Ambiental,
estabelece na sua Deliberacio Normativa de 17 de dezembro de 1986, as
seguintes concentragdes limites para o cobre (CONSELHO DE POLITICA
AMBIENTAL -COPAM, 1986):

a) para aguas de classes Ie Il —0,02 mg L™;
b) para 4guas de classe Il — 0,5 mg L™';

¢) paralancamento de efluentes - 0,5 mg L!

A remocao de metais pesados das aguas residuarias é importante para a
prote¢do do meio ambiente e da satde humana (MUKHPADHYAY;
NORONHA; SURAISHHUMAR, 2007)

Os métodos de tratamentos convencionais de efluentes contendo metais
pesados envolvem processos fisico-quimicos de floculagdo e/ou precipitacdo,
eletrolise e cristalizagdo (BARROS, 2006). Os métodos quimicos convencionais
para remoc¢do de metais de solugdes aquosas incluem precipitagdo quimica,
oxidagdo ou redugcdo quimica, osmose reversa, filtragdo, tratamento
eletroquimico, dentre outros. Esses processos podem ser ineficientes e
extremamente caros, especialmente quando os metais na solucio estdo entre 1 e

100 mg L' (NOURBAKHSH et al., 1994).

2.3 Processos de adsorcao e de biossorcao

A adsor¢do ¢ um processo espontaneo de ligacdo que ocorre quando
uma superficie de um solido é exposta a um gas ou a um liquido. As moléculas e
atomos podem se ligar de duas maneiras a uma superficie solida: quimica e

fisicamente (ATKINS, 1999).
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Em razdo das diferentes forgas de intera¢des envolvidas no fendmeno de
adsor¢do, pode-se classifica-la em adsorcdo fisica (fisissor¢do) ou quimica
(quimissorcdo). A adsorcdo fisica, ou adsorcdo de van der Waals, ¢ um
fenomeno reversivel, que ocorre como resultado de forgas intermoleculares de
atragdo relativamente fracas entre as moléculas do solido (adsorvato) e a
substancia adsorvida (adsorvente). Esta substancia adsorvida ndo penetra dentro
da estrutura do cristal do solido e ndo se dissolve nele, mas permanece
inteiramente sobre a superficie. As intera¢cdes de Van der Waals sdo mais fracas
e a energia liberada quando uma particula é adsorvida fisicamente ¢ baixa e
préoxima de 20 kJ mol™. Por outro lado, a adsor¢io quimica é o resultado da
interagdo quimica entre o sélido e a substancia adsorvida, sendo frequentemente
irreversivel. As moléculas unem-se a superficie do adsorvente por ligacdes
quimicas (geralmente covalentes) e tendem a se acomodar em sitios que
propiciem o numero de coordenagdo maximo com o substrato. Ha, ainda, a
formagdo de uma ligacdo quimica entre a molécula do adsorbato e a superficie
do adsorvente, o que direciona o fendmeno na constituicdo de uma monocamada
de moléculas adsorvidas. A energia liberada na adsor¢do quimica ¢ muito maior
do que na adsorgdo fisica, com valores perto de 200 kJ mol” (ATKINS, 1999;
IMMICH, 2006).

A biossor¢ao ¢ uma propriedade de certos tipos de biomassa microbiana
para ligar e concentrar metais pesados de solugdes aquosas diluidas, sendo a
abordagem mais promissora para remog¢ao de metais por fungos. Compreende a
ligagdo de metais (ou outros solutos, coldides ou suspensdes) na biomassa por
processos que ndo envolvem energia ou transporte metabdlicos, embora esses
processos possam ocorrer simultaneamente onde a biomassa viva for usada. A
biomassa exibe esta propriedade, atuando justamente como uma substincia
quimica, como um trocador de ions de origem bioldgica. Diversos processos

quimicos podem estar envolvidos na biossor¢do, incluindo adsor¢do, troca idnica
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e ligacdo covalente. Essa ¢ uma propriedade da estrutura da parede celular de
certas algas, fungos e bactérias. Pode, portanto, ocorrer em qualquer biomassa
viva ou morta. Estudos na area de biossorcdo sugeriram que esta ¢ uma
alternativa ideal para a descontaminacdo de efluentes contendo metais
(VOLESKY, 1990), porque os microrganismos ¢ os metais interagem de modo
muito intenso por dois processos distintos: a bioacumulacdo e a biossorcdo. A
acumulacdo celular consiste na absor¢do metaboélica e na translocacéo ativa para
dentro da célula, resultando na bioacumula¢do, geralmente para garantir as
fungdes bioldgicas, enquanto a sor¢do no envelope celular se da por meio de
processos nao metabolicos, resultando na biossor¢do (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

As paredes celulares fungicas possuem uma carga negativa em razao do
arranjo dos grupos carboxila e fosfato. O acido teicdico do grupo fosfato na
parede celular do fungo € o responsavel primario pela ligagdo do metal (SAY;
DENIZLI; ARICA, 2001).

As paredes celulares da biomassa microbiana sdo compostas,
principalmente, por polissacarideos, proteinas e lipideos. Oferecem abundante
sor¢do, troca idnica e sitios de ligagcdes covalentes que incluem carboxila,
hidroxila, sulfidrila, grupos amino e fosfatos (REMACLE, 1990). Para explorar
os mecanismos de biossor¢cdo ¢é necessario identificar os grupos funcionais
envolvidos no processo de biossor¢cdo (SAG; KUTSAL, 2001).

Segundo Pethkar, Kulkarni e Paknikar (2001), uma atribui¢do definitiva
do emprego de cada grupo funcional na ligacdo de metal ainda ndo foi possivel.
O que pode ser decorrente dos diferentes mecanismos de biossor¢do operando
em conjunto, com um microrganismo em particular. Na maioria dos casos,
diferentes metais sdo adsorvidos por microrganismos, o que torna dificil

estabelecer o emprego dos grupos funcionais.
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Say, Denizli e Arica (2001) constataram que o pH do meio afeta a
solubilidade dos metais e a ionizagdo dos grupos funcionais (grupos carboxila,
fosfato e amino). Segundo esses autores, os grupos carboxila e fosfato carregam
cargas negativas que permitem aos componentes da parede celular fungica serem
potentes catalizadores de cations, com maxima adsor¢do dos metais cadmio (II),
chumbo (I) e cobre (IT) por biomassa fingica de Phanerochaete chrysosporium
com pH em torno de 6,0.

O sequestro de metais por biomassa fungica pode ser atribuido,
principalmente, a parede celular. A parede celular microbiana ¢ rica em
polissacarideos e glicoproteinas como glucana, quitina, mananas e fosfo-
mananas, sendo que estes polimeros formam abundantes fontes de ligacdo dos
metais. A quitina e a quitosana estdo presentes em toda estrutura da parede
celular fingica, sendo que a ligacdo de produtos tdxicos e ions de metais
pesados por estes polissacarideos € uma consequéncia direta da base energética
do grupo amino (FRANCO et al., 2004). Em geral, a parede celular fingica pode
ser considerada como um sistema bifasico que consiste de uma estrutura de
quitina embebida em uma matriz polissacaridica amorfa, onde mais de 90% da
sua massa seca consiste de polissacarideos (frequentemente complexos, com
proteinas, lipidios e outras substancias, como por exemplo pigmentos)
(AHLUWALIA; GOYAL, 2007).

Na parede da célula fungica, varios tipos de sitios ionizaveis afetam a
capacidade de adsor¢cdo do metal: grupos fosfatos, carboxilicos e proteinas e
grupos ligantes, contendo nitrogénio em proteina, bem como na quitina ou
quitosana (VOLESKY, 1990).

Franco et al. (2004) extrairam a massa micelial de quitina e quitosana do
fungo Cunninghamella elegans e avaliaram a aplicagdo desses polissacarideos
na remog¢ao dos metais cobre, chumbo e ferro preparados em solucdo aquosa e

observaram que a producdo de polissacarideos foi de 23,8 e 7,8% para quitina e
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quitosana, respectivamente. A quitosana mostrou maior indice de adsor¢ao para
0 ion cobre e a quitina para o ferro.

O processo de biossor¢do envolve uma fase solida (sorvente) e uma fase
liquida (solvente, normalmente agua) contendo produto dissolvido a ser sorvido
(sorbato, por exemplo, ions metalicos). A afinidade do sorvente para o sorbato
determina a sua distribuicdo entre as fases sdlida e liquida. A qualidade do
material sorvente ¢ julgada pela forma como o sorbato pode atrair e reter uma
forma imobilizada. Em razdo damaior afinidade do sorvente para diferentes
sorbatos, estes sdo atraidos para o soélido, sendo ligados por uma série de
mecanismos. Esse processo continua até que o equilibrio seja estabelecido entre
o sorbato dissolvido e os sélidos vinculados (a uma concentracdo residual, final
ou de equilibrio) (KRATOCHVIL; VOLESKY, 1998).

Em razdo da complexidade da estrutura dos microrganismos ha muitas
maneiras para que o metal seja capturado pela célula. De acordo com a
dependéncia do metabolismo das células, os mecanismos de biossor¢do podem
ser divididos em: (1) metabolismo dependente e (2) metabolismo nao
dependente (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997). De acordo com o local onde o
metal removido da solucdo é encontrado, a biossor¢cdo pode ser classificada
como: (1) acumulagdo extracelular, (2) sor¢do na superficie da célula, (3)
acumulacdo intracelular (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997). Na Figura 1,
apresentam-se, esquematicamente, os varios mecanismos de biossor¢ao.

No caso de interagdo fisico-quimica entre o metal ¢ os grupos funcionais da
superficie da célula, baseado na adsor¢éo fisica, troca id6nica e complexagdo ha
uma sor¢ao na superficie da célula, a qual ndo ¢ dependente do metabolismo.
Esse fendmeno fisico-quimico da biossor¢do de metal, metabolismo nao
dependente, ¢ relativamente rapido e pode ser reversivel. Na presenca de cada

um dos mecanismos, a biomassa tem todas as caracteristicas quimicas de uma
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resina de troca idnica ou de um carvao ativado, o que implica muitas vantagens

na aplicagdo industrial da biossor¢ao (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997).

() MECANISMOS
DE
BIOSSORCAO
METABOLISM METABOLISMO
(@) TNMEPENNENTR
PRECIPITACAO ADSORCAO TROCA
FISICA IONICA
TRANSPORTE .
ATRAVES DA COMPLEXACA
MEMBRANA CELULAR -
(b)
MECANISMOS
DE
BIOSSORCAO
ADSORCAO ACUMULACA
ACUMULACAO NA ¢}
INTRACELULA SUPERFICIE EXTRA
TRANSPORT
E AT]}D{:VES TROCA COMPLEXACA ADSORCA PRECIPITACA
MEMBRANA IONICA o] O FISICA o]

Figura 1 Mecanismos de biossor¢do: (a) classificacdo de acordo com a dependéncia no
metabolismo celular, (b) classificagdo de acordo com o local onde o metal
removido é encontrado

Fonte Veglio; Beolchini (1997)
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O transporte de metal por meio da membrana celular ¢ dependente do
metabolismo da célula, o que implica que este tipo de biossor¢do ocorra apenas
com células viaveis. No caso da precipitacdo, a classificagdo ndo ¢ unica, pelo
fato de a precipita¢do do metal poder ocorrer na solugdo ou na superficie celular.
No entanto, isto pode ser dependente do metabolismo celular se, na presenga de
metais toxicos, o microrganismos produzir compostos que favorecam o processo
de precipitagdo. Do outro lado, a precipitacdo pode ndo ser dependente do
metabolismo celular se ocorrer apds uma interacdo quimica entre o metal e a
superficie celular (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997). Tsezos e¢ Volesky (1982)
verificaram que a biossor¢do de urdnio pela biomassa fungica de Rhizopus
arrhizus foi baseado na adsor¢ao fisica, associada com a presenga de forgas de
van der Waals, na estrutura da quitina da parede celular.

De acordo com Volesky (1990), uma caracteristica da biossor¢do ¢ a sua
ocorréncia mesmo quando a célula & metabolicamente inativa, ou seja, quando a
mesma ja estd morta, podendo ser empregada como alternativa para as
tecnologias existentes de remocao aplicadas em tratamento de aguas residudrias,
0 que elimina o problema de toxicidade de ions metalicos para a célula.

A biomassa microbiana inativa pode servir como base para o
desenvolvimento de materiais biossorventes que podem ser usados para captura
e recuperagdo de metais pesados, desde que esses novos biossorventes possam
ser regenerados, reutilizados, seletivos, eficientes, baratos e competitivos com
produtos artificiais, e que também apresentem a aplicacdo potencial no controle
ambiental dos metais e nas operagdes de recuperagdo metalica (VOLESKY,
1990).

Diferentes tipos de microrganismos t€ém sido usados como adsorventes
de metais pesados, tais como fungos, bactérias e leveduras, os quais t€ém sido

testados para biossor¢dao ou remocao de metais. Os processos de biossor¢do sdao
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aplicaveis a efluentes contendo baixas concentragdes de metais pesados por um
longo periodo (AHLUWALIA; GOYAL, 2007).

Comparado com os métodos convencionais para a remocao de metais
toxicos de efluentes industriais, como a precipitacdo com cal, troca idnica e
precipitacdo com biossulfato (H,S produzido por bactérias redutoras de sulfato),
o processo de biossor¢do oferece as vantagens de baixo custo operacional,
minimiza¢do do volume de quimicos e/ou lodo bioldgico a serem eliminados,
alta eficiéncia na desintoxica¢do de efluentes muito diluidos. Essas vantagens
tém sido os principais incentivos para o desenvolvimento, em grande escala, de
processo de biossor¢do para reduzir a poluicdo por metais pesados
(KRATOCHVIL; VOLESKY, 1998).

Pethkar e Paknikar (1998) wusaram o fungo Cladosporium
cladosporioides para a biossor¢do de ouro em solu¢do e conseguiram uma
adsor¢do de 100 mg de ouro por grama de solugdo. A maxima biossor¢ao de
ouro (80%) ocorreu sob condi¢des acidas (pH 1-5). Os autores concluiram que
este processo ¢ um eficiente método para recuperacdo de ouro de solugdes
aquosas.

O fungo filamentoso Phanerochaete chrysosporium, capaz de degradar
xenobidticos, que sdo compostos quimicos estranhos aos seu sistema biologico,
foi utilizado por Say, Denizli e Arica (2001) para a remog¢do dos metais
cadmium (II), chumbo (I) e cobre (II) de aguas residudrias artificiais em
reatores batelada. Os autores constataram que a capacidade de biossor¢do da
biomassa aumentou com o aumento da concentragdo inicial do metal até um
valor de saturagdo, que foi de 300 mg L™ para todos os metais, verificaram
também uma forte ligagdo do metal a biomassa fingica seca e, a ordem de
afinidade baseada na acumulag@o pelo biossorvente foi a seguinte: Cu (II) > Pb

(IT) > Cd (II), sendo que a capacidade de adsorcdo da biomassa fingica ficou
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entre 20,33 ¢ 69,77 mg g”'. Seus resultados indicaram que existem possibilidades
de limpar o meio ambiente com o uso de fontes naturais.

Mukhopadhyay, Noronha e Suraishhumar (2007) estudaram a
biossorcao de cobre por biomassa pré-tratada de Aspergillus Niger e observaram
que a sor¢do foi influenciada pela quantidade de biomassa, pela concentragdo
inicial do metal e pelo pH da solucdo, sendo que seus dados de adsorcdo
indicaram a capacidade da superficie da biomassa em adsorver o cobre (II).

Corso e Jesus (2000) utilizaram Aspergillus oryzae para remover alguns
tipos de corantes azoicos em solugdo aquosa. Os testes de biossor¢ao em
diferentes valores de pH (2,5; 4,5 ¢ 6,5) com o corante Procion Violet H3R com
concentragio inicial de 62,50 ug mL™" e a forma paramorfogénica de Aspergillus
oryzae nao autoclavada e autoclavada, indicaram que o pH mais acido foi o que
melhor conseguiu remover este corante de solugdo aquosa e que os pellets
autoclavados foram melhores substratos do que a biomassa flingica viva.
Segundo os autores, do ponto de vista de biossor¢do, as biomassas de
Aspergillus oryzae oferecem condigdes de serem utilizadas como substrato
biossorvente, no tratamento de efluentes industriais que contenham este azo-

composto.

2.4 Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries

Cladosporium cladosporioides ¢ um dos fungos mais comuns, com
ocorréncia registrada em todas as partes do mundo (PEREIRA et al., 2005). O
género Cladosporium ¢ classificado no filo_Ascomycota (ascomiceto, da ordem
Eurotides, endofitico, vive nos grdos). Os conidios dessa espécie sdo bem
adaptados a dispersdo aérea, pequenos, pigmentados e muito resistentes a luz

solar. Em forma, os conidios se assemelham as células de leveduras, no entanto,
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apresentam paredes espessas, de cor verde oliva e asperas (PITT; HOCKING,
1999).

O fungo Cladosporium cladosporioides (Figura 2) é encontrado em uma
variedade de alimentos, incluindo trigo, arroz, sorgo e vegetais frescos. E capaz
de crescer entre temperaturas de - 5 e 32 °C e atividade de agua (a,,) de 0,86 a 25
°C, sendo resistente ao calor do microondas (PITT; HOCKING, 1999). Pode ser
isolado, ainda, do ar, solo, frutas estocadas, graos, géneros alimenticios, entre
outros. A temperatura 6tima para seu crescimento varia de 18° a 28 °C (VIEIRA
et al., 2006).

Além dos alimentos ja citados, a incidéncia do fungo Cladosporium
cladosporioides em culturas cafeeiras é bem conhecida, sendo facilmente
isolado do solo, fruto, folhas e frutos do cafeciro. O aumento gradual da
incidéncia do fungo nos frutos do cafeeiro coincide com a conversdo dos

compostos fendlicos em agucares facilitando a colonizagdo interna do fruto. A

presenca deste fungo pode estar associada a bebida de boa qualidade
(PEREIRA; PFENNING; CASTRO, 2005).

Figura 2 Eletromicrografia 6tica do fungo Cladosporium cladosporioides (Foto da
autora).
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As principais caracteristicas distintivas encontradas por Pereira,
Pfenning e Castro (2005), que permitiram a identificacdo da espécie
Cladosporium cladosporioides, em frutos do cafeeiro, foram a cicatriz
proeminente dos conidios, conididforos sem nodulos, conidios sem septos ou
apenas com um septo e formato do conidio elipsoidal ou limoniforme.

O fungo ¢ encontrado como saprofita, ou seja, que se alimenta
absorvendo substincias orgdnicas normalmente provenientes de matéria
organica em decomposi¢@o; contaminante do ar e alimentos, endofitico, ou seja,
vive no interior de uma planta; com fung¢do bioldgica importante na
decomposi¢do de matéria organica sendo também forte competidor com outros
microrganismos (PITT; HOCKING, 1999). As colénias em meio nutriente
malte-agar (MA) crescem radialmente com coloracdo verde-oliva até marrom-
esverdeado, textura aveludada, reverso em meio MA preto. O tamanho das
colonias apds 10 dias a 25 °C em meio extrato de malte-agar (MEA) nunca

ultrapassa 30 mm (PEREIRA; PFENNING; CASTRO, 2005).

2.5 Biofiltros

O processo de biofiltracdo envolve muitos fendomenos fisicos, quimicos
e microbioldgicos. O leito do filtro consiste de substancias relativamente inertes
que possuem areas de atragdo na superficie e adicional suprimento nutricional.
Pardmetros criticos operacionais no desempenho do biofiltro incluem a
inoculacdo microbiana, o pH do meio, a temperatura, a umidade e o contetido
nutricional (CHERNICHARO, 2007).

A busca por novos métodos de tratamento tem levado ao
desenvolvimento de metodologias que sdo baseadas na utilizagdo de substratos
organicos naturais na remo¢ao dos metais pesados em um processo de sorgdo.

Esses tratamentos s3o caracterizados pelo uso de sistemas de reatores com
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pequenos volumes e altas concentragdes de substratos organicos em seu interior,
podendo ser constituido por bactérias e fungos (METCALF; EDDY, 1991).

Os microrganismos desenvolvem um biofilme na superficie do meio
suporte ou sdo suspensos no liquido ao redor das particulas do meio e o ponto
principal para o sucesso de operacdo do biofiltro € o controle e manutencdo de
uma biomassa altamente ativa na superficie do meio filtrante. A eficiéncia da
remog¢do ¢ controlada por alguns parametros como pH, temperatura,
concentragdo de O,, concentragdo inicial de poluentes toxicos, etc
(SRIVASTAVA; MAJUMDER, 2008).

Srivastava e Majumder (2008) fizeram uma revisdo com o objetivo de
analisar varios métodos fisico-quimicos e biologicos usados para o tratamento de
aguas residudrias industriais contendo metais pesados, e também para comparar
a melhora na eficiéncia do processo de biofiltragdo por métodos emergentes,
como a aplicacdo de engenharia genética para o tratamento de metais pesados.
Os autores concluiram que ha grandes possibilidades para a aplicacdo efetiva de
biofiltros para a remogao de metais toxicos de aguas contaminadas, enfatizando
que o sucesso da técnica microbiana pode aumentar a eficiéncia de remogdo e
reduzir os custos do tratamento, por ela ser capaz de remover metais pesados a
niveis de partes por bilhdo (ppb), podendo ser aplicada para o tratamento de
aguas residudrias de industrias quimicas, farmacéuticas, de fertilizantes, té€xteis,
papel, despolpamento, corantes e pigmentos, etc.

Para Srivastava e Majumder (2008), os biofiltros sdo os ultimos ¢ mais
promissores desenvolvimentos de processos bioldgicos para o tratamento de

efluentes contaminados com metais pesados.
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2.6 Material suporte utilizado no biofiltro

No interior do reator, o material suporte (ou meio suporte) atua como
dispositivo para separar os solidos dos gases e ainda promover a retencao desses
solidos. O meio suporte facilita a uniformizagdo do escoamento no reator e do
grau de mistura, melhorando o contato entre os constituintes do afluente e os
solidos bioldgicos, evitando o aparecimento de zonas mortas e também
permitindo o acimulo de grande quantidade de biomassa, que se adere formando
o biofilme, além de evitar a biomassa difusa que provoca entupimento nas
mangueiras. Ha, por conseguinte, um aumento do tempo de reten¢do celular e a
formagdo de uma barreira fisica, o que evita que os solidos sejam carreados para
fora do sistema de tratamento, fendmeno conhecido como wash out
(CHERNICHARO, 2007).

Diversos materiais podem ser utilizados como meio suporte em reatores
bioldgicos, incluindo: quartzo, blocos ceramicos, concha de ostras e de
mexilhdes, anéis plasticos, escoria de alto-forno, cilindros vazados, granito,
esferas de polietileno, bambu, etc. (CHERNICHARO, 2007).

Para Andrade Neto et al. (1999), é importante que o meio suporte tenha
as seguintes caracteristicas: a) estruturalmente resistente e eficientemente leve;
b) bioldgica e quimicamente inerte; c¢) facilite a distribuicdo do fluxo e dificulte
a obstrucdo e; d) prego baixo e de facil aquisicao.

Luiz (2007) cita que o meio suporte deve ter ainda: a) elevada
porosidade, para garantir maior area disponivel para o crescimento dos
microrganismos; b) maior area superficial especifica, para permitir maior
aderéncia da biomassa e, ¢) ndo deve ter formato achatado ou que propicie
encaixe ou superposicdo do material, para evitar a redugcdo do espago

microporoso formado nos intersticios.
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Os agregados artificiais, aqueles que sofrem um processo de
industrializacdo apos sua extracdo da natureza até atingir propriedade especifica,
podem ser citados como materiais com potencial para serem utilizados como
meio suporte (CHERNICHARO, 2007).

Lourenco (2006) utilizou anéis plasticos corrugados provenientes de
eletroduto como meio suporte. O autor fez o calculo da area média dos anéis, da
superficie especifica e depois determinou as massas inicial e final do meio
suporte para determinar a massa de biofilme, que foi de 10.493 mg que,
relacionada a superficie especifica do meio suporte, de 29.973,6 cm?, resultou no
valor aproximado de 0,35 mg cm™. O processo de adesio do lodo ao meio
suporte foi dificultado pela textura bastante lisa dos anéis, apesar da superficie
irregular e dos pequenos canais que facilitaram o acimulo de lodo.

Luiz (2007) utilizou trés reatores confeccionados em PVC, com altura
de 1,5 m, preenchidos com meio suporte com 1,0 m de altura sobre o fundo
falso. Os materiais suportes utilizados para imobilizagdo dos sélidos biologicos
foram escoria de alto forno, espuma de poliuretano e brita de granito gnaisse N°
2, com porosidades de 53, 95 e 48%, respectivamente. A autora concluiu que,
dentre os trés meios suportes utilizados, a espuma de poliuretano foi a que
promoveu melhor adesdo de biomassa, com concentracio média de solidos
volateis totais (SVT) de 1.301 mg g de espuma.

A argila expandida ¢ um agregado leve, de baixa densidade, obtido pela
mistura da argila e de folhetos (rocha argilosa folheada) que se expandem sob
temperatura elevada, de 1.100 °C, indicada para concretos refratirios e como
isolante térmico, até 800° C, formando grdos arredondados de tamanhos
variados, que tém uma casca abrasiva e impermedvel, que possibilita sua
flutuagdo. Mecanicamente consistente, duravel e quimicamente estavel, a argila
expandida — conhecida internacionalmente por "Haydite" ¢ um material pratico,

que atende a trés mercados distintos, com produtos especificos para a construgao
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civil (€ livre de qualquer substancia que possa ter efeito adverso no cimento ou
nas ferragens do concreto), lavanderias industriais (na estonagem de jeans), e
para jardinagem e paisagismo (CINASITA, 2010).

De acordo com Lapa et al. (2004), configuracdes contendo biomassa em
suspensdo, granulada (auto-imobilizada) ou imobilizada em suporte inerte, t€m
sido estudadas para tratamento de diversos tipos de dguas residudrias, porque a
imobilizagdo da biomassa melhora a retengdo de sélidos e elimina a etapa de
sedimentagdo, permitindo, assim, a redugdo do tempo de operagdo de um reator
anaerobio operado em batelada sequencial, de leito fixo, em escala de bancada.
Os autores fizeram uma pesquisa em que o leito suporte da biomassa foi
formado por matrizes de pedra pome sintética, sendo que a utilizacdo da pedra
pome sintética como material suporte foi decorrente do fato de ser um material
barato, de facil obtencdo e que, a principio, apresentava caracteristicas propicias
a aderéncia de microrganismos. No decorrer dos estudos, descobriram que a
pedra pome sintética possuia exatamente o mesmo sistema de produgdo que o
concreto celular autoclavado. Verificaram que sua superficie ¢ muito porosa e
irregular e que os poros tém diversos tamanhos, formas e profundidades, em
alguns pontos foi possivel identificar-se cristais de cimento. Nos resultados
obtidos, encontraram que a pedra pome sintética possui alta porosidade,
aproximadamente 73 %, assim como alta area total de poros, aproximadamente,
56 m”> g"'. A densidade real encontrada desse material foi de, aproximadamente,
2,64 g cm™. As fases cristalinas do material suporte, identificaveis via difragdo
de raios-X, foram quartzo (SiO,), tobermorita [CasSis(O, OH, F);5-5H,0] e
calcita (CaCOs).
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CAPITULO 2

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E MICROANALISE
DE RAIOS-X (EDS) COMO METODOS DE INVESTIGACAO DA
BIOSSORCAO DE COBRE POR Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vries.

RESUMO

Nesta pesquisa objetivou-se investigar a possivel adsorcdo de cobre pelo
fungo Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries e avaliar seu uso como
biorremediador. Foram usados um microscépio eletronico de varredura (MEV)
conectado a um sistema de microandlise de raios-X com EDS (Energy
Dispersive Spectroscopy), que utiliza a emissdo de raios-X para quantificar os
elementos encontrados nas amostras. O fungo foi imerso em solugdo de sulfato
de cobre (CuS04.5H,0) nas concentragdes de 0, 10, 20 e 50 mg L™, depois
foram preparados para observagdo em MEV. Alguns discos de micélio do fungo,
tratados com solugdo de 20 mg L™, também foram transferidos para placas de
Petri com meio solidificado BDA e depois incubados a 25 °C. A microanalise de
raios-X mostrou que a substancia adsorvida continha cobre e que a melhor
adsor¢do ocorreu quando a concentragdo era de 20 mg L' Paraa concentragao
de 50 mg L' o fungo ndo conseguiu fazer a adsor¢io. Foi observado, também,
que apods imersdo na solugdo, o desenvolvimento do fungo foi retardado, mas
ndo inibido pelo CuSO45H,0. Verificou-se, portanto, que o fungo C.
cladosporioides foi capaz de adsorver o elemento cobre e tem potencial para ser
utilizado como biorremediador.

Palavras-chave: Biorremediagdo. Sor¢do. Metais pesados. Tratamento de
efluentes. Espectroscopia de energia dispersiva.
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ABSTRACT

The objective of this work was to investigate the possible adsorption of
copper by the fungus Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries and to
evaluate its use as bioremediator. A scanning electron microscope (SEM) was
used connected to an X-ray microanalysis system with EDS (Energy Dispersive
Spectroscopy), using the X-ray emission to quantify the elements found in the
samples. The fungus was immersed in copper sulfate solution (CuSO4.5H,0) at
concentrations of 0, 10, 20 and 50 mg L', later prepared for observation in
SEM. Some of the fungus mycelium discs treated with solution of 20 mg L™
were also transferred into Petri dishes with solidified PDA medium and later
incubated at 25 °C. X-ray microanalysis showed that the substance adsorbed
contained copper and that the best adsorption occurred at concentration of 20 mg
L. For concentration of 50 mg L ,the fungus was unable to perform the
adsorption. It was also observed that, after immersion in the solution, the
development of the fungus was delayed, but not inhibited by CuSO4.5H,0. It
was, thus, verified that the fungus C. cladosporioides was capable of adsorbing
the element copper and has the potential to be used as bioremediator.

Keywords: Bioremediation. Sorption. Heavy metals. Effluent treatment.
Dispersive energy spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

A microanalise de raios-X ou espectroscopia de energia dispersiva por
raios-X (energy dispersive X-ray spectroscopy - EDS) ¢ uma técnica que pode
ser utilizada para identificacdo de elementos em microamostras, permitindo
determinara a concentragdo de elementos em uma amostra utilizando as
intensidades dos raios-X caracteristicos emitidos. Os sistemas de EDS sdo
montados em microscopios eletronicos de varredura (MEV) e usam os elétrons
primarios do microscopio para gerar raios-X caracteristicos. A composi¢do da
amostra ¢ encontrada pela analise da energia desses raios-X. A resolugdo
espacial do EDS depende do material amostrado e da energia dos elétrons
primarios do MEV (HOLLERITH et al., 2004). O detector de raios-X mede o
numero de raios-X emitidos versus sua energia. A energia dos raios-X ¢€
caracteristica do elemento do qual os raios-X foram emitidos (OUNSI et al.,
2008).

Souza et al. (2009) utilizaram as biomassas secas dos fungos
zoosporicos Saprolegnia subterranea e Pythium torulosum para avaliar a
biossor¢do de cobre, manganés e cadmio de solugdes aquosas por meio da
determina¢do dos indices “q” (mg de metal adsorvido por g de biomassa) e
“R%” (remogao percentual). Os mais elevados indices “q” foram obtidos quando
as biomassas foram colocadas em contato com elevadas concentracdes de
metais, enquanto que os maiores indices “R%” foram obtidos em condi¢des de
baixas concentragdes (p<0,05). Comparativamente, a biomassa de S.
subterranea SPC 1244 superou as demais quanto a biossor¢do de cobre (q =
7,48 mg/g; R% = 49,03), a biomassa de P. torulosum SPC 1425 foi a melhor em
relacdo a biossor¢do de manganés (q = 4,13 mg/g; R% = 26,71), enquanto que a

biomassa de S. subterranea SPC 1431 foi superior em relagdo a biossor¢do de
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cadmio (q = 6,75 mg/g; R% = 42,26). Isso indica que esses fungos tém a
potencialidade de removerem ions de solugdes diluidas.

Say, Denizli e Arica (2001) testaram concentragdes de metais de 5 a 500
mg L e perceberam, que a capacidade de biossor¢do da biomassa aumenta com
o aumento da concentragdo inicial do metal, sendo limitada ao valor de
saturacio; seus limites de concentragio ficaram em torno de 300 mg L™

Chalfoun et al. (2007) quando testaram a seletividade de alguns
fungicidas utilizados no controle de doencas do cafeeiro sobre o fungo C.
cladosporioides (Fres.) de Vries. verificaram que produtos a base de cobre nio
inibiram a incidéncia do fungo C. cladosporioides, mas inibiram outros
microrganismos competidores, facilitando o estabelecimento deste fungo. Para
os autores, cafeeiros pulverizados com fungicidas clpricos apresentaram maior
incidéncia de C. cladosporioides nos frutos, em relagdo aos que receberam
outros fungicidas, confirmando a resisténcia do fungo ao elemento cobre na
atmosfera.

Ounsi et al. (2008) utilizaram a microanalise de raios-X para andlise
elementar de instrumentos endodonticos feitos da liga niquel-titdnio e os
resultados apontaram que os instrumentos eram compostos por niquel (54,3%) e
titdnio (45,2%). Detectaram ainda, tragos de aluminio e de silicone.

Pozza et al. (2004) avaliaram o efeito da aplicagdo de silicio no controle
da cercosporiose do cafeciro (Coffea arabica), causada por Cercospora
coffeicola em trés variedades de cafeeiro (catuai, mundo novo e icatu) para
determinar quais os possiveis fatores de resisténcia associados. Foram retiradas
amostras das folhas para o estudo em microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e microanalise de raios-X. A microandlise de raios-X e o mapeamento
para silicio indicaram distribui¢do uniforme do elemento em toda a superficie

abaxial das folhas de cafeeiro nas trés variedades tratadas.
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Esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de investigar a
capacidade de adsorc¢ao do elemento cobre, sob a forma de sulfato de cobre, pelo
fungo Cladosporium cladosporioides, para avaliar seu potencial como
biorremediador, com o uso de microscépio eletronico de varredura acoplado a

um detector de energia dispersiva de raios- X (EDS).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi o fungo Cladosporium clasdosporioides
(Fres.) de Vries., isolado G088, pertencente a colegdo do Laboratério de
Fitopalogia do EcoCentro da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas
Gerais - EPAMIG, obtido de frutos do cafeeiro, cultivado em meio solidificado

BDA (Batata-Dextrose-Agar), a 25 °C por 10 dias.

2.2 Solucao sintética

Seguindo a metodologia proposta pelo Laboratério de Fitopatologia do
EcoCentro da EPAMIG, foram preparadas quatro solugdes sintéticas de sulfato
de cobre (CuSO4.5H,0) com 100 mL de agua destilada nas concentragdes de 0,
10, 20 e 50 mg L' A concentragdo de 20 mg L' foi determinada com base no
nivel de metal detectado em locais contaminados e as outras concentragdes
serviram como comparagdo. Tré€s discos do fungo repicado, com 6,0 mm de
diametro foram colocados em um frasco Erlenmeyer de 250 mL e foram
adicionadas as solugdes previamente preparadas. Os frascos foram levados para
agitacdo a 120 rpm em agitador mecanico Marconi® e agitado por 21 horas, a

temperatura ambiente (£25 °C).
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2.3 Preparo para microscopia eletrénica de varredura

Dos trés discos de fungos colocados em cada frasco Erlenmeyer, um
disco (amostra) foi retirado da solugdo e levado para prepara¢do no Laboratdrio
de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural da UFLA. Seguindo o
Protocolo do laboratorio, as amostras foram colocadas para fixacdo em
microtubos de 2,0 mL com solucdo fixativa de Karnovsky modificado
(glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%, em tampao cacodilato 0,05 M com
pH de 7,2). As amostras permaneceram no fixador por oito dias e,
posteriormente, foram retiradas e lavadas (trés lavagens de 10 minutos) em
tampao cacodilato, depois foram poés-fixadas (fixacdo secundaria) em solugdo
aquosa de tetroxido de 6smio (OsOy4) a 1%, durante trés horas, a temperatura
ambiente.

Depois da pos-fixagdo as amostras foram lavadas trés vezes em agua
destilada e, em seguida, desidratadas em gradiente de acetona (25, 50, 75, 90 e
100%), por 10 minutos. Para a concentragdo de 100%, a operacdo foi repetida
trés vezes.

Apos a desidratacdo, as amostras foram levadas ao aparelho de ponto
critico marca BAL-TEC, modelo CPD 030 para completar a secagem. Depois,
foram montadas em suportes de aluminio (Stubs) e, para aumentar a
condutividade da amostra, foram preparadas com uma cobertura de ouro em
equipamento sputtering marca BAL-TEC, modelo SCD 050. Completado o
preparo, as amostras foram observadas em microscopio eletronico de varredura
da marca Zeiss, modelo LEO EVO 40.

Outro disco de fungo (amostra) foi retirado de cada solucdo, colocados
em suportes de aluminio (Stubs) e desidratados em dessecador com silica e,
posteriormente, receberam cobertura de carbono em equipamento de Sputtering

marca Balzers Union, modelo MED 010 e foi observada em microscopio
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eletrénico de varredura, marca ZEISS, modelo DSM 940A acoplado a um
sistema de microandlise de raios-X (EDS) que utiliza a emissdo de raios-X para
quantificar os elementos encontrados nas amostras. Essa analise foi realizada no
Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletronica Aplicada a Agricultura
(NAP/MEPA) do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia
Agricola da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/Universidade de
Sdo Paulo - ESALQ/USP-Piracicaba/SP. Para a confeccdo dos graficos do
espectro da microanalise de raios-X foi feita uma determinagdo da composi¢ao
das amostras por area da amostra nas condi¢des: distancia de trabalho (WD) de
24 mm, aumento de 500 X e voltagem de 20kv.

Uma gota da solugio de sulfato de cobre na concentragio de 20 mg L™
foi colocada em algumas laminulas montadas em stubs e desidratadas por 24
horas em dessecador com silica. Uma parte das laminulas foi levada para banho
de carbono e posterior visualizagdo em MEV acoplado ao raio-X e outra parte

foi levada para banho de ouro e posterior visualizagdo em MEV.

2.4 Desenvolvimento do microrganismo

Os discos de fungos remanescentes nas solugdes, em diferentes
concentragdes de sulfato de cobre, foram transferidos para placas de Petri em
meio solidificado BDA e incubados a 25 °C para verificar se ainda poderiam se

desenvolver, ou seja, se ainda continuavam viaveis.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando se comparou o comportamento do micélio para as diferentes
concentragdes de sulfato de cobre utilizadas, foi possivel observar que o uso da

microanalise de raios-X mostrou diferencas nas biossor¢cdes para as
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concentragdes utilizadas. Quantitativamente, para as concentragdes de 0, 10, 20
e 50 mg L™ de sulfato de cobre, as porcentagens do elemento cobre encontradas
nas amostras, pela microandlise de raios-X foram de 0,29; 2,55; 3,99 ¢ 0,97%,
respectivamente. Pela Figura 1, pode-se observar que nas amostras mostradas
em B e em C, cujas concentragdes de sulfato de cobre foram de 10 ¢ 20 mg L™,
respectivamente, apareceram picos elevados de energia do elemento cobre, esses
picos representam a quantidade de cobre encontrada na hifa, ou seja, a
biossor¢do de cobre por C. cladosporioides ocorreu nessas concentragdes.
Verificou-se que, ao aumentar a concentracao de 0 para 10 e de 10 para 20 mg
L, houve aumento da quantidade de cobre adsorvida pelo fungo, porém a
diferenca entre as concentragdes de 10 ¢ 20 mg L™ foi pequena, mas, quando a
concentragio foi elevada de 20 para 50 mg L', observa-se que ndo houve pico
de energia, isso mostra que a quantidade de metal encontrada na hifa foi muito

baixa.

Enargy (kev) : ; Ene

Figura 1 Espectro da microandlise de raios-X da composicdo das amostras de
Cladosporium cladosporioides em diferentes concentragdes de sulfato de
cobre. A)Omg L';b) 10mgL";C)20mgL" e D) 50 mg L™
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Pethkar, Kulkarni e Paknikar (2001), estudaram a biossor¢do de metais
por duas linhagens do fungo Cladosporium cladosporioides, utilizando biomassa
ativa e inativa, com tempo de contato de 30 minutos em uma incubadora a 120
rpm. Seus estudos mostraram que as duas linhagens possuiam propriedades
diferentes. Enquanto a Linhagem 1 mostrou sor¢ao preferencial por ouro e prata,
a Linhagem 2 podde adsorver, além do ouro e da prata, metais como cobre e
cadmio. Os autores observaram que o conteiido de hexosamina da parede celular
da Linhagem 1 era de 0,1%, enquanto para a Linhagem 2 o contetido era 150
vezes maior (15%). Seus resultados indicaram que a hexosamina foi a
responsavel pela sor¢ao dos metais nao especificos (cobre e cadmio), enquanto
os outros polimeros presentes, podem ter conferido seletividade aos metais
preciosos. Os autores observaram, ainda,que os valores alcangados para a
adsor¢io de ouro foi de 96,6 mg g para o micélio vivo e 94,2 mg g para a
parede celular preparada. Para a prata, os valores foram de 44,5 e 42,8 mg g™,
respectivamente. Os resultados indicaram que héa possibilidades em selecionar
culturas fungicas com base na composi¢ao de sua parede celular para aplica¢des
especificas de remocdo de metais.

Pode-se dizer que quando o fungo foi submetido a concentracdo de 50
mg L de sulfato de cobre, sua capacidade de adsorgdo foi baixa, sendo esta
concentragdo superior a sua capacidade de adsorgdo.

Apoés ser imerso, por 21 horas, na solugdo de sulfato de cobre e
cultivado em meio solidificado BDA, foi verificado um retardamento no
desenvolvimento do fungo Cladosporium cladosporioides, sendo seu
crescimento iniciado apenas no décimo dia apds a incubagdo a 25 °C. No 14° dia
de incubagdo percebeu-se que o fungo ainda se desenvolvia, ou seja, mesmo
apods o contato prolongado com o cobre, o fungo ainda se mostrou vidvel, como

pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2 Crescimento do fungo Cladosporium cladosporioides, apos imersdo na solugdo
de sulfato de cobre, cultivado em meio solidificado BDA e incubado a 25 °C.
(a) aos 10 dias; (b) aos 14 dias

As micrografias obtidas no microscopio eletronico de varredura, para a

~ -1 . .
concentragdo de 20 mg L™ de sulfato de cobre (Figura 3), mostraram que as hifas
e os esporos, apos 21 horas de contato com o cobre, ndo apresentavam

deformagoes.

10 pm
-

Figura 3 Eletromicrografia de varredura das amostras de Cladosporium cladosporioides
para concentragdo de 20 mg L' de CuS0O,.5H,0. Setas para direita indicam
esporos, setas para esquerda indicam hifas

Os resultados obtidos mostram, portanto, que o fungo C.

cladosporioides, foi capaz de adsorver cobre e ainda se desenvolver apds ser
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submetido a concentragdo de 20 mg L' de sulfato de cobre, o que o torna um

microrganismo com potencial para ser utilizado como biorremediador.

4 CONCLUSOES

O fungo Cladosporium cladosporioides foi capaz de adsorver o metal
cobre na forma de sulfato de cobre, sendo, portanto, um microrganismo com
potencial para ser utilizado como biorremediador.

A melhor adsor¢do do metal ocorreu quando o fungo foi imerso na
solucdo com concentragdo de 20 mg L' de sulfato de cobre.

A imersdo do fungo na solugio de sulfato de cobre a 20 mg L' ndo
impediu a sua viabilidade, seu efeito foi somente fungistatico, ou seja, a solugdo

ndo destruiu o fungo, apenas retardou o inicio do seu desenvolvimento.
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CAPITULO 3

MODELAGEM DA CINETICA DE BIOSSORCAO DE COBRE POR
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries DESENVOLVIDO EM
DIFERENTES MEIOS SUPORTES

RESUMO

Nesta pesquisa, objetivou-se o estudo da biossor¢do do ion cobre
utilizando como adsorvente o fungo Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vries. cultivado nos meios suportes argila expandida, escoria de alto forno e
tubo corrugado amarelo 5/8”. Em frascos Erlenmeyer, foram colocados 10g do
adsorvente constituido pelo meio suporte revestido pelo meio nutriente e pelo
inéculo do fungo na concentragio de 107 esporos mL™" ¢ 150 mL de solugio
sintética de sulfato de cobre (CuS0,.5H,0), nas concentrag¢des de 0, 10, 20 e 50
mg L', em triplicata, que depois foram misturados formando uma amostra
composta. Os frascos Erlenmeyer foram levados para uma incubadora, com
temperatura constante de 25 °C e rotacdo de 80 rpm. Foram coletadas 13
amostras de cada concentragdo em diferentes tempos de contato. O modelo de
Freundlich foi usado para ajuste dos dados obtidos, e o desempenho méaximo do
fungo C. Cladosporioides utilizado como adsorvente do metal foi observado
para a concentra¢io de 20 mg L' de CuSO4.5H,0 (6,27 g cm™ de cobre) que
apresentou maior valor de coeficiente de reagdo k.

Palavras-chave: Isoterma de Freundlich. Biofilme. Adsor¢do. Metal pesado.
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ABSTRACT

This work aimed to study copper biosorption, using the fungus
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries as adsorbent, cultivated in the
support media expanded clay, alkali-cultivated slag and 5/8”yellow corrugated
pipe. A total of 10g of the adsorbent was placed inside Erlenmeyer flasks,
constituted by the support medium coated by the nutrient medium and by the
fungus inoculum at a concentration of 10’ spores mL" and 150 mL of copper
sulfate synthetic solution (CuS0O,4.5H,0), at concentrations of 0, 10, 20 and 50
mg L™, in triplicate, which were later mixed into a compound sample. The
Erlenmeyer flasks were transferred to an incubator with constant temperature of
25 °C and rotation of 80 rpm. Thirteen samples of each concentration were
collected at different contact times. The Freundlich model was used to fit the
data obtained, and the maximum performance of the fungus C. Cladosporioides
used as metal adsorbent was observed for the concentration of 20 mg L of
CuS0,.5H,0 (6.27 g cm™ of copper), which presented greater reaction k
coefficient value.

Keywords: Freundlich isotherm. Biofilm. Heavy metal. Adsorption.
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1 INTRODUCAO

O processo de biossor¢dao, que se destaca em virtude de empregar
materiais de origem biologica como adsorventes (bactérias, fungos e algas) na
remoc¢do de diversos ions metalicos (VEIT et al., 2009), tem-se mostrado
eficiente na remocdo de metais pesados dissolvidos em efluentes liquidos
industriais, agricolas e agroindustriais. Os fungos, principalmente, possuem uma
capacidade de adsor¢@o de metais ¢ podem ser utilizados na extracdo de metais
como cobre, zinco, ferro, niquel, manganés, ouro, prata e cromo, quando em
meio aquoso (DENG; TING, 2005).

O modelo de Freundlich, representado pela Equacdo 1, ndo prevé a
saturacdo do adsorvente, permite a existéncia de uma cobertura superficial
infinita, ou seja, considera a existéncia de uma estrutura em multicamadas
(REED; MATSUMOTO, 1993). Esse modelo corresponde a uma distribuicdo
potencial de varios sitios de adsor¢do com energias diferentes, ndo se tornando
linear em baixas concentra¢des (KLEINUBING, 2006).

Pozza et al. (2009) sustentam que, equagdes de isotermas de adsorgdo
nao podem ser interpretadas para indicar qualquer mecanismo particular de
adsor¢do, ou mesmo se a adsor¢do, opostamente a precipitacdo, tem realmente
ocorrido; assim, consideram que as equacdes deveriam ser consideradas como
modelos de ajustes de curvas com capacidade preditiva sob condigdes limitadas.

A isoterma de Freundlich, representada pela Equagdo 1, foi utilizada
como modelo matematico para correlacionar a quantidade de ions metalicos

adsorvida na fase sélida e a concentracdo na fase liquida, ambas no equilibrio.
$=Kd.CYs (1)

Em que:
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S = quantidade de ions metélicos adsorvida na fase so6lida, no equilibrio (mg
mg');
C = concentragio na fase liquida no equilibrio (mg L™);
Kd = constante de equilibrio de adsor¢io da isoterma de Freundlich (L mg™);
n = constante relacionada a intensidade de adsor¢@o (adimensional).
Para a determinagdo da quantidade de ions metalicos adsorvidos pelo

biofilme (S), foi utilizado o balango de massa, (Equacdo 2):

_ loo-gehy
Y

8 £2)

Em que:

Co = concentragio inicial na fase liquida (mg L™);

Ce = concentragdo ao final do tempo de contato pré estabelecido (mg L™);
V = volume da solugdo em cada frasco (mL);

M = massa de adsorvente em cada frasco (mg).

A cinética de reagdo do cobre remanescente com o Cladosporium
cladosporioides foi analisada utilizando modelos comuns de decaimento
(Equacgdes 3 e 4), segundo uma reagdo de primeira ordem, nestas equagdes a
taxa de adsor¢do do cobre ¢ proporcional a concentragdo ainda remanescente na

solugdo (C), em um tempo de contato (Tc) qualquer.

di&
T -k.C EY
€ = Co gk Te &)

Em que:
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% = taxa de adsorcdo do elemento cobre (mg Lt d'l)

C = concentragio de cobre remanescente (mg L™);
Co = concentragio inicial (mg L™);
Tc = tempo de contato (d);

k = coeficiente de reagdo (d™).

Mukhopadhyay, Noronha e Suraishkumar (2007), investigaram o efeito
do tempo de exposi¢do da biomassa de Aspergillus niger ao metal cobre na
caracterizagdo da biossorcdo por meio do estudo da cinética, seus estudos
mostraram que a biossor¢cdo foi répida durante os primeiros 30 minutos,
ocorrendo cerca de 70%, e continuou em uma velocidade mais lenta nas horas
seguintes. Para as isotermas de adsor¢@o, os autores utilizaram os modelos de
Langmuir e Freundlich para os dados experimentais ¢ a magnitude dos valores
das constantes K e n mostraram a adsor¢do de cobre (II) do meio aquoso com
alta capacidade de adsor¢do da biomassa.

Say, Denizli e Arica (2001) utilizaram o modelo de Langmuir para
descrever os dados experimentais de biossor¢do de cadmio, chumbo e cobre pelo
fungo Phanerochaete crhysosporium. No pH 6timo, a méaxima capacidade de
biossor¢do foi estimada e verificaram que o pequeno valor da constante Ky
implicou numa forte ligacdo dos ions dos metais a biomassa fliingica seca, sendo
que a ordem da afinidade baseada na acumulacdo pelo biossorvente foi Cu (1) >
Pb (II) > Cd (1D).

Pethkar e Paknikar (1998) verificaram que a biossor¢do de ouro pela
biomassa de Cladosporium cladosporioides foi diretamente proporcional a
concentragdo do metal na solugdo, no equilibrio, sendo que os valores da
biossor¢do de cobre foram muito bem descritos pelo modelo da isoterma de

Freundlich.
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Conduziu-se esta pesquisa, com o objetivo de avaliar o processo de
biossor¢do do elemento cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides (Fres.)
de Vries. nos meios suportes escoria de alto forno, argila expandida e tubo
corrugado amarelo 5/8”. Foram estudadas as isotermas e a cinética de adsorc¢ao,
sendo que o efeito do pH, o equilibrio ¢ a cinética de adsorg@o foram estudados
nas condi¢des experimentais (pH = 4, massa = 10 g, volume = 150 mL, tempo

de adsor¢dao =24 h).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 In6culo

O inoculo utilizado foi o micélio do fungo Cladosporium
cladosporioides, isolado GO88, pertencente a colegdo do Laboratorio de
Fitopatologia do EcoCentro da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas
Gerais (EPAMIG) pré-cultivado em meio solidificado BDA (Batata-Dextrose-
Agar), cultivado em placas de Petri de 150 mm no meio BDA, com temperatura

de 25 °C por 10 dias.

2.2 Meio suporte

Foram utilizados como meios suportes (MS) a escoria de alto forno,
adquirida na siderurgica Divigusa Industria e Comércio Ltda, de
Divindpolis/MG, a argila expandida adquirida da Cinasita S.A. e o tubo
corrugado amarelo 5/8” adquirido no comércio de materiais elétricos local,

sendo este cortado em tiras de 20 mm.
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Os meios suportes foram lavados, secados a temperatura ambiente e
autoclavados a 121 °C por 20 minutos em sacos de polietileno. Depois, em
ambiente protegido, foram pesados em balanga analitica Bel Engineering.

Em placas de Petri de 150 mm, contendo o fungo ja desenvolvido, foram
adicionados 20 mL de agua destilada autoclavada, sendo os esporos raspados
com bastdo de vidro formando uma suspensdo. Uma aliquota de 20 mL dessa
suspensdo, com concentragio de 10’ esporos mL™', foi colocada em 250 mL de
meio BDA morno, formando uma mistura. Em uma bandeja inox esta mistura
foi derramada aos poucos sobre os MS, até o meio nutriente tornar-se mais
polimerizado e aderido aos MS.

Os MS inoculados foram colocados em bandejas de plastico
esterilizadas com alcool e em luz UV, cobertas com filme plastico e levadas para
incubagdo a 25° C por 10 dias. Apds o desenvolvimento do fungo, foram
pesados 10 g do MS inoculado e depois colocados em frascos Erlenmeyers de

250 mL.

2.3 Solucdo de sulfato de cobre

As solugdes sintéticas de sulfato de cobre foram preparadas com agua de
torneira ¢ CuS0,4.5H,0 nas concentragdes de 0, 10, 20 e 50 mg L. Para cada
concentragdo foi utilizado um frasco Erlenmeyer, contendo 150 mL da solugdo e

o material suporte previamente inoculado.
2.4 Isoterma de adsorcao
Os frascos Erlenmeyers foram levados para agitagdo em Incubadora 430,

Nova Etica®, com temperatura e rotacdo constantes de 25 °C e 80 rpm,

respectivamente. O conjunto, em triplicata, permaneceu sob agitacdo por 24



71

horas e, durante esse periodo, foram coletadas 13 amostras de cada concentragdo
nos seguintes tempos de contato: 0,0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0;
5,0; 6,0 12,0 e 24,0 h. De cada repeti¢ao, foram retirados 10 mL da solucdo de
cada repeti¢do, que depois foram misturados, formando uma amostra composta.

As concentragdes de cobre foram determinadas por espectrometria de
absor¢ao atomica (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION - APHA,
1998) empregando o espectrofotometro de absor¢do atomica Perkin Elmer®
modelo Analyst 40, do Laboratério de Fertilidade do Solo, no Departamento de
Céncia dos Solos.

A isoterma de Freundlich, representada pela Equacdo 1, foi utilizada
como modelo matemadtico para correlacionar a quantidade de ions metalicos
adsorvida na fase sdlida e a concentragdo na fase liquida, ambas no equilibrio.

Para a determinacdo da quantidade de ions metélicos adsorvidos pelo

biofilme (S), foi utilizado o balango de massa da Equagéo 2.

2.5 Cinética de adsorc¢ao

A quantidade do elemento cobre adsorvida foi calculada pela diferenga
entre a concentracdo inicial e as obtidas nos diferentes tempos de contato
estudados, em percentagem das concentragdes adsorvidas e remanescentes na
solugdo, havendo variagbes nos modelos, decorrentes das diferentes
concentragdes a que o biofilme foi submetido. A mudanca na quantidade de
soluto adsorvido por unidade de peso do adsorvente foi encontrada como sendo
uma equacao cinética de primeira ordem para todos os meios suportes utilizados.

A cinética de reagdo do cobre remanescente com o Cladosporium
cladosporioides foi analisada, utilizando modelos comuns de decaimento

(Equacdes 3 ¢ 4).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracdes de cobre verificadas nas amostras, no tempo de
contato (Tc) zero e o pH inicial das solugdes sintéticas, estdo apresentadas na
Tabela 1. O pH foi corrigido para proximo de 4,0 antes do liquido entrar em
contato com o MS inoculado para garantir um meio ideal para o fungo e inibir o
crescimento de bactérias. A concentracdo de cobre, medida por espectrometria
de absor¢do atdmica, representa a concentracdo real do elemento cobre na
solugdo de sulfato de cobre. A concentragdo de 20 mg L determinada com base
no nivel de metal detectado em locais contaminados, sendo as demais

concentragdes empregadas como comparagao.

Tabela 1 Concentragdo de cobre das solugdes sintéticas de sulfato de cobre
(CuS0,4.5H,0), no tempo zero

Concentrag0es de Concentragdo de Cobre (mg pH
CuS0,.5H,0 (mg L™) LY

0 0,041 3,96

10 3,532 3,96

20 6,270 4,08

50 13,062 433

3.1 Meio suporte escéria de alto forno

Para o meio suporte escoria de alto forno, percebe-se pelas isotermas de
adsor¢do que, com o aumento do tempo de contato (Tc) aumentaram-se as
quantidades adsorvidas na fase s6lida. Para os Tc de 0,25; 0,5 ¢ 0,75 h (Figura 1)
o aumento foi mais acentuado para a concentragdo de cobre de 13,06 mg L™, nos
Tc seguintes: 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 h (Figura 2); 3,0; 4,0 ¢ 5,0 h (Figura 3) e 6,0;
12,0 e 24,0 h (Figura 4) a concentragdo de cobre de 3,53 mg L™ apresentou

valores proximos de adsor¢do e ndo houve um aumento acentuado para a
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concentragio de 13,06 mg L. No total, a quantidade adsorvida na fase solida foi

de 79,79; 82,13 e 75,91% para as concentragdes de cobre de 3,53, 6,27 e 13,06

mg L', respectivamente.
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Figura 1 Isoterma de adsorg@o para os tempos de contato (Tc) de 0,25; 0,50 ¢ 0,75 h para
o fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em escoéria de alto forno
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Figura 2 Isoterma de adsor¢@o para os tempos de contato (Tc) de 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5h
para o fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em escoria de alto

forno
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Figura 3 Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 3,0; 4,0 e 5,0h para o
fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em escoria de alto forno
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Figura 4 Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 6,0 12,0 e 24h para o
fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em escoria de alto forno
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As equagdes de regressio e os coeficientes de regressdo (R?) para o meio
suporte escoria de alto forno estdo apresentados na Tabela 2. O coeficiente de
regressio (R?) variou de 0,824 a 0,999. O equilibrio de adsor¢io foi
satisfatoriamente descrito pelo modelo de Freundlich para todos os tempos de

contato avaliados, com significativos valores de interacdo (R?).

Tabela 2 Equagdes de regressdo e comparagdo dos coeficientes de regressdo (R?) para os
diferentes tempos de contato estudados

Tc (hora) Equacéo de Regressao R’
0,25 3,812C%? 0,824
0,50 5,596C%%% 0,999
0,75 7,608C862 0,993
1,00 10,350C%7™ 0,999
1,50 10,650C%" 0,999
2,00 13,170C%™8 0,999
2,50 14,070C%7" 0,892
3,00 12,990C%84¢6 0,990
4,00 15,660C%"8 0,997
5,00 15,310C%8" 0,997
6,00 14,322C%87 0,999
12,00 7,233C%73 0,980
24,00 7,558C%7%3 0,999

Pelo estudo dos modelos apresentados nas isotermas de adsor¢do, foram
obtidas as constantes Kd e n que interpretam a capacidade de sor¢do em relagdo
ao tempo de contato ao qual o biofilme foi submetido (Tabela 3). De acordo com
o modelo de Freundlich, a constante de equilibrio Kd ¢ uma indicagdo da
capacidade de adsor¢@o do soluto, sendo que valores maiores representam maior
afinidade do metal com o biofilme, ou seja, quanto maior o valor de Kd melhor o
funcionamento do meio para adsorver o elemento estudado (SAG; KUTSAL,
2001). Essa constante de equilibrio, também denominada coeficiente de parti¢ao,
permite identificar a capacidade de um meio em reter denominado soluto,

possibilitando a estimativa da extensdao do seu movimento na fase liquida.
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O tempo de contato de 15 minutos (0,25 h) apresentou o menor valor de
Kd, ou seja, a afinidade do adsorvente com o metal em apenas 15 minutos foi
muito baixa, decorrente do tempo de contato insuficiente para se obter o
equilibrio de adsor¢do. O maior valor de Kd foi com o tempo de contato de 4
horas, mostrando que esse foi o melhor tempo para demonstrar a afinidade do
adsorvente com o metal, visto que para os Tc seguintes os valores de Kd
decresceram, ou seja, para a avaliacdo da capacidade do fungo em adsorver
metal, so necessarios apenas 4 horas de contato para que o Cladosporium
cladosporioides inoculado em escoria de alto forno, adsorva o elemento cobre.
Porém, apos esse periodo, o processo de adsor¢do ainda continua, sinalizando
equilibrio entre o biofilme e a solucdo. Pela constante n, a maior intensidade de
adsor¢do ocorreu nos primeiros 15 minutos, o que ja era esperado, visto que os
sitios de contato estavam totalmente livres para a adsor¢do do cobre pelo
microrganismo. Com o aumento da concentragdo do metal, verifica-se que mais
sitios sdo preenchidos e a retencdo de cobre torna-se mais dificil
(PETRUZZELLI; GUIDI; LUBRANO, 1985; SILVEIRA; ALLEONI, 2003).

A diferenca entre a concentragdo de cobre minima e a maxima utilizadas
foi de 10 mgCu®" L. As varia¢des observadas nos valores de n indicam que a
adsor¢io de Cu®’ pelo Cladosporium cladosporioides depende da concentragio,
indicando que em menores concentragdes de cobre (3,53 e 6,27 mg L) a
intensidade de adsorgdo foi maior, enquanto que para 13,06 mg L™, a diferenca
de adsorc¢do nos diferentes Tc foram maiores. Jorge et al. (2001) relatam que ao
aumentar consideravelmente a diferenca entre as concentragcdes minima e
maxima adotadas, os valores de n das isotermas diferem de 1 (isoterma linear),
caracterizando um comportamento diferente, como observado neste

experimento, cujo comportamento foi potencial.
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Tabela 3 Efeito do tempo de contato (Tc) nas constantes de Freundlich Kd (constante de
equilibrio de adsor¢do) e n (constante relacionada a intensidade de adsorgéo)

Tc (hora) Kd (mL mg?) 1/n n
0,25 3,812 0,492 2,0313
0,50 5,596 0,566 1,7655
0,75 7,608 0,862 1,1601
1,00 10,350 0,770 1,2987
1,50 10,650 0,787 1,2706
2,00 13,170 0,748 1,3369
2,50 14,070 0,776 1,2887
3,00 12,990 0,846 1,1820
4,00 15,660 0,783 1,2771
5,00 15,310 0,817 1,2240
6,00 14,322 0,875 1,1432
12,00 7,233 0,753 1,3277
24,00 7,558 0,763 1,3110

3.1.1 Cinética de adsorcao de cobre por Cladosporium cladosporioides no

meio suporte escoria de alto forno

Para a escoria de alto forno, os resultados do estudo da cinética de
adsor¢do mostraram que, a porcentagem de cobre adsorvido aumenta com o
tempo de contato até se chegar ao equilibrio, quando a concentragdo adsorvida
equivale a concentracdo remanescente. Para as trés concentragdes estudadas,
3,53; 6,27 ¢ 13,06 mg L', os tempos de equilibrio foram de 1,75; 1,65 ¢ 2,95h,
respectivamente (Figuras 5, 6 ¢ 7), tornando-se constante apos este tempo.
Mesmo apo6s o equilibrio, pode ser observado que o microrganismo ainda
continua sua atividade adsortiva, com indicios de eliminagdo de sélidos para o
meio somente na concentragio de 6,27 mg L™ de cobre. Pode-se dizer que o que
determina o limite é a quantidade de sitios ativos disponiveis. A obten¢ao do
ponto de equilibrio ¢ importante porque o soluto adsorvido pode, com uma

simples alteracdo na temperatura, concentragdo ou pressdo de operacdo, ser
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removido do sélido adsorvente, prejudicando o processo adsorcivo posterior

(PERUCH et al., 1997).

100 A  A%deCu2+nasolucio 4% deCul+adsorvida
80 * *
[oadsorvida] = 18,681 In(T«c) - 36,999
& 60 R*=0.,8973
S
=40 ¢
= [2ona solugido] =-18.68 n(Tc)+ 137
20 A R==0.8973 A
0 ‘ Il Il Il Il Il Il Il
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tc (hora)

Figura 5 Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em escoria de alto forno para a concentragio de 3,53 mgCu®" L™
(10 mg L™ de sulfato de cobre)

100 » 4 % de Cu2+nasolucio M% de Cu2+ adsorvida
80 - |
[%achorvida] =13,361In(Tc)-7,6299
560 | R*=0.8019
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L 40 - o
[ 26 na solugdo]=-16,59In(Tc) + 129,77 &
R==(,7858
20 A
0 1 1 1 1 1 ]
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Figura 6 Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em escoria de alto forno para a concentragdo de cobre de 6,27 mg
L (20 mg L™ de sulfato de cobre)
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Figura 7 Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em escoéria de alto forno para a concentragdo de cobre de 13,06 mg
L (50 mg L™ de sulfato de cobre)

Os valores do coeficiente de reagdo k encontrados a partir da Equagéo 4,
foram correlacionados com seus respectivos tempos de contato. O efeito do
tempo de contato com a variagdo das diferentes concentragdes de sulfato de
cobre, na velocidade de adsor¢do, estd mostrado na Figura 8. Foi observado que
quanto maiores os coeficientes de reacdo k, maiores eram as velocidades da
reacao de adsorcdo, sendo que a maior velocidade foi observada no inicio do
estudo. Isto aconteceu porque, no inicio, a superficie de contato do biofilme era
maior, com os sitios de ligacdo livres do elemento cobre, o que causou a
aceleracdo do processo de adsor¢do. Quando a superficie de contato diminuia em
razdo do processo de adsorcdo, a velocidade de reagdo também diminuia até o
equilibrio entre o soluto e o adsorvente. De acordo com Silveira e Alleoni
(2007), esta fase inicial da curva de adsor¢do corresponde a uma alta energia de

ligacdo.
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Observou-se também que a menor taxa de adsor¢do foi atingida quando
o fungo foi submetido a maior concentracdo de cobre. Quando se aumentou a
concentragdo de cobre de 3,53 para 6,27 mg L' na solugdo, o coeficiente de
reagdo K aumentou, mas quando a concentragdo foi aumentada de 6,27 para
13,06 foi observado um decréscimo no coeficiente k. Os valores maximos
observados para o coeficiente de reagdo K, para o fungo inoculado em escoria de
alto forno, foram de 21,2; 23,7: 12,5 d" e os valores minimos foram de 1,3; 1,6;
1,4d"! para as concentragdes de 3,53, 6,27 ¢ 13,06 mgCu2+ L', respectivamente.
A velocidade de adsorgdo de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides
foi dependente da concentragdo do metal no adsorvente.

A concentragio de cobre de 6,27 mg L™ apresentou o melhor valor de k
(Figura 8). Observou-se que a interagdo entre os dados foi de forma logaritmica,
sendo que, ao aumentar essa concentragdo, houve uma diminuigdo do valor de k
em mesma escala, apontando para uma diminui¢do na velocidade de adsorcdo e

na capacidade de adsor¢do do fungo pelo elemento cobre.

¢l0mglL-1 A20mgL-1 ®50mgL-1

18 K= -5.00 In(Te) + 15,96

R>=0.939
Ky =-4.95 In(Te)+ 15.19
R>=0.937

Ksp=-3.13 In(Tc) + 10,40
R==0,900

0 4 8 12 16 20 24

Tempo de contato (Tc¢) em hora

coeficiente dereacio (K) em d-!
NS
T

Figura 8 Efeito do tempo de contato com a variagdo das concentragdes iniciaisde cobre
na velocidade de adsor¢ao para fungo inoculado em escoéria de alto forno
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3.2 Meio suporte argila expandida

Para o meio suporte argila expandida, percebeu-se que, como aconteceu
com o meio suporte escoria de alto forno, com o aumento do tempo de contato
(Tc) aumentaram-se as quantidades adsorvidas na fase solida, porém, de forma
menos acentuada. Os Tc de 0,25 e 0,5h (Figura 9) ndo influenciaram nas
quantidades adsorvidas na fase solida (S), apresentando, para os dois diferentes
Tc, valores de S proximos. Para os Tc 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 h (Figura 10) o aumento
foi mais acentuado para a concentragio de cobre de 13,06 mg L7,
principalmente entre os Tc de 1,5 e 2,5h. Para os Tc seguintes: 3,0; 4,0 ¢ 5,0h
(Figura 11) e 6,0; 12,0 e 24,0 h (Figura 12) ndo foram verificadas grandes
diferencgas entre as concentragdes estudadas. No total, a quantidade adsorvida na
fase solida foi de 82,98; 88,02 ¢ 81,27% para as concentragdes de cobre de 3,53,
6,27 ¢ 13,06 mg L respectivamente.

160 -
¢Tc=0.25h WMTc=05h
140 F
120 F

100 |

S (mg solutomg! s6lido)
[we]
(==
T

C (mg solutomL-! solu¢do)

Figura 9 Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 0,25 e 0,50h para o
fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em argila expandida
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Figura 10 Isoterma de adsor¢@o para os tempos de contato (Tc) de 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5h
para o fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em argila expandida
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140
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S (mg solutomg! sélido)

¢Tc=3h BMTc=4h ATc=5h

5 10 15
C (mg solutomL! solucéo)

Figura 11 Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 3,0; 4,0 e 5,0h para o
fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em argila expandida
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Figura 12 Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 6,0 12,0 e 24h para o
fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em argila expandida

As equacgdes de regressio e os coeficientes de regressio (R”) estdo
apresentados na Tabela 4. O coeficiente de regressdo (R?) variou de 0,879 a
0,998. O equilibrio de adsor¢do foi satisfatoriamente descrito pelo modelo de
Freundlich para todos os tempos de contato avaliados, com significativos valores
de interacdo (R?).

As constantes Kd e n estdo apresentadas na Tabela 5. O menor valor de
Kd, 0,98 foi observado aos 30 minutos € o maior valor, 13,09, com 24 horas de
contato, indicando que a maior afinidade do soluto com o metal ainda nao havia
sido atingida, pois, ap6s 24 horas, ainda se esperava que o valor continuasse
aumentando.

A maior intensidade de adsorcdo, representada pela constante n, ocorreu
com cinco horas de contato, mostrando que os sitios de contato, até esse tempo

ainda permaneciam livres para a adsor¢do do cobre pelo microrganismo.
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Tabela 4 Equagdes de regressdo e comparag@o dos coeficientes de regressido (R?) para os
diferentes tempos de contato estudados

Tc (hora) Equacédo de Regressao R’
0,25 3,314 C1%* 0,897
0,50 0,980C 468 0,879
1,00 6,116C*8 0,927
1,50 5,531C10%7 0,962
2,00 4,791C"186 0,936
2,50 8,471C!0%0 0,956
3,00 8,217C!10¢! 0,967
4,00 9,822C10%2 0,971
5,00 10,980C%%% 0,987
6,00 11,630C%°7 0,988
12,00 12,310C%°" 0,998
24,00 13,090C%°7 0,996

Tabela 5 Efeito do tempo de contato (Tc) nas constantes de Freundlich Kd (constante de

equilibrio de adsor¢do) e n (constante relacionada a intensidade de adsor¢do)

Tc (hora) Kd (mL mg™) 1/n n
0,25 3,314 1,054 0,949
0,50 0,980 1,468 0,681
1,00 6,116 0,984 1,016
1,50 5,531 1,067 0,937
2,00 4,791 1,186 0,843
2,50 8,471 1,030 0,971
3,00 8,217 1,061 0,943
4,00 9,822 1,022 0,978
5,00 11,980 0,956 1,046
6,00 11,630 0,976 1,025
12,00 12,310 0,977 1,024
24,00 13,090 0,979 1,021
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3.2.1 Cinética de adsorc¢ao de cobre por Cladosporium cladosporioides no

meio suporte argila expandida

Os tempos de equilibrio observados para a argila expandida foram de
3,0; 1,5 e 2,5h, respectivamente (Figuras 13, 14 e 15) para as trés concentra¢des
de cobre estudadas, 3,53; 6,27 e 13,09 mg L. Também foi observado que, para
as trés concentragdes, mesmo apds o equilibrio, o microrganismo ainda

continuou sua atividade adsortiva.

120 ¢ * % de Cul+nasolugio  M%de Cul+adsorvida

[20adsorvida=17,92In(Tc)+ 33,97

100 R>=0.942

80 | u
&
o 60 F
= [2ona solucdo =-19,3In(Tc)+ 74,31
40 R*=0.942
20 *
0 1 1

12 16 20 24
Tc (hora)
Figura 13 Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides

inoculado em argila expandida para a concentragdo de cobre de 3,53 mg L™
(10 mg L™ de sulfato de cobre)
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Figura 14 Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em argila expandida para a concentragio de cobre de mgCu®" L™
(20 mg L™ de sulfato de cobre)

o) . ) _ i : .
120 4 % de Cu2+nasolucio M% de Cu2+ adsorvida

100 &

80 | |
[2oadsorvida=15,57In(Tc)+ 39,11
R*=10,955

%% Cu*
>
=
T

[2ona solugdo] = -17,91n(Tc)+ 69,93
'Y R*=0.937

0 1 1 1 1 1
0 4 8 12 16 20 24

Tc (hora)

Figura 15 Cinética de adsorg¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em argila expandida para a concentragdo de cobre de 13,06 mg L
(50 mg L™ de sulfato de cobre)
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O efeito do tempo de contato para as diferentes concentragdes de cobre,
na velocidade de adsorcao, estd mostrado na Figura 16. As maiores velocidades
de adsor¢do foram observadas no inicio do estudo, acelerando o processo de
adsor¢do. Com o aumento do tempo de contato diminuia a superficie de contato
e também a velocidade de reag@o, com baixa energia de ligagao.

Quando a concentragio do soluto aumentou de 3,53 para 6,27 mg L™ na
solu¢do, o coeficiente de reacdo k aumentou para os diferentes tempos de
contato, mas, quando a concentragdo foi aumentada de 6,27 para 13,06 mg L1, o
valor de k diminuiu. Para as concentra¢des de cobre de 3,53, 6,27 e 13,06mg L',
os maiores valores observados para o coeficiente k foram de 10,9; 25,5; 19,3 d!
para os Tc de 0,5; 0,25 e 0,25h, respectivamente, e os menores valores foram de
1,8;2,1; 1,7 d"' para o Tc de 24h.

A concentragio de cobre de 6,27 mg L apresentou os melhores valores
de k (Figura 16). Para a concentragdo de cobre de 13,06 mg L', com menores
valores de k foi observada diminui¢do na velocidade de adsor¢do e na

capacidade de adsorc¢do do biofilme.

30 410mgL-1 WM20mgL-1 AS0mgL-1
a5 L
- Ki3=-1,97 In(Tc)+ 8,479
K;p=-4.91 In(Te)+ 15,64
R*=0.,940

Ksp=-3,57 In(Tc)+ 11,48
R==0,923

Coeficiente de reagdo (k) d-!
—
il

0 4 8 12 16 20 24

Tempo de contato (Tc¢) em hora

Figura 16 Efeito do tempo de contato com a variagdo das concentra¢des iniciais de cobre
na velocidade de adsorcdo para fungo inoculado em argila expandida
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3.3 Tubo corrugado amarelo 5/8”

Para o meio suporte tubo corrugado amarelo 5/8”, como aconteceu com
os outros meios suporte, foi observado aumento nas quantidades adsorvidas na
fase so6lida com o aumento do tempo de contato (Tc). Para a concentragdo de
3,53 mg L' de cobre as quantidades adsorvidas na fase solida (S) para os Tc de
0,25 ¢ 0,5h (Figura 17) tiveram valores proximos, assim como nos Tc de 0,5 e
0,75h para a concentracdo de 6,27 mg L', mas para 13,06 mg L'entre 1,5 ¢ 2,0h
houve maior quantidade adsorvida. Para os Tc de 3,0; 4,0 e 5,0h (Figura 18) os
valores de S para cada concentragdo estudada também foram proximos e, para
6,0; 12,0 e 24,0 h (Figura 19) foi observado que o aumento do Tc ndo
influenciou o valor de S para cada concentragdo estudada. No total, a quantidade
adsorvida na fase sélida foi de 79,36; 79,38 e 76,83% para as concentragdes de
3,53,6,27 ¢ 13,06 mg L', respectivamente.

160
¢Tc=0.25h BTc=0.5h ATc=0.75h
140
120 +
100 ~

S0 F

o0 F

40 +

S (mg solutomg! sélido)

C (mg solutomL-! solucio)

Figura 17 Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 0,25; 0,50 e 0,75 h
para o fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em tubo corrugado
amarelo 5/8”
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Figural8 Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5h
para o fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em tubo corrugado
amarelo 5/8”
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Figura 19 Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 3,0; 4,0 ¢ 5,0h para o
fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em tubo corrugado amarelo
5/8”
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Figura 20 Isoterma de adsor¢do para os tempos de contato (Tc) de 6,0 12,0 e 24h para o
fungo Cladosporium cladosporioides inoculado em tubo corrugado amarelo
5/8”

As equacgdes de regressio e os coeficientes de regressio (R?) estdo
apresentados na Tabela 6. O coeficiente de regressdo (R?) variou de 0,484 a
0,999. Foi observado, para os primeiros Tc menor interagdo entre os pardmetros
S e C. Mesmo com baixas interacdes no inicio do estudo o equilibrio de
adsor¢@o pdde ser descrito pelo modelo de Freundlich para todos os tempos de
contato avaliados, sendo observado que o aumento do Tc aumentou a interago
entre os parametros, sendo melhor a descri¢gdo do modelo.

As constantes Kd e n estdo apresentadas na Tabela 7. O menor valor de
Kd, 2,99 foi observado aos 30 minutos € o maior valor, 12,36, com 24 horas de
contato, indicando, assim como aconteceu com o meio suporte argila expandida,
que a maior afinidade do soluto com o metal ainda ndo havia sido atingida, pois

apods 24 horas ainda se esperava que o valor continuasse aumentando.
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Tabela 6 Equagdes de regressdo e comparag@o dos coeficientes de regressido (R?) para os
diferentes tempos de contato estudados

Tc (hora) Equacédo de Regressao R’
0,25 3,952C%12 0,484
0,50 2,991C!3 0,639
0,75 9,229C%8% 0,799
1,00 9,322C%84 0,979
1,50 9,876C*8!14 0,987
2,00 9,014C%*"° 0,997
2,50 10,510C%°" 0,999
3,00 11,080C%%*® 0,991
4,00 7,281CH12 0,971
5,00 11,290C%%% 0,998
6,00 11,800C%%%2 0,999
12,00 12,060C%°7 0,999
24,00 12,360C%™ 0,999

Tabela 7 Efeito do tempo de contato (Tc) nas constantes de Freundlich Kd (constante de
equilibrio de adsor¢do) e n (constante relacionada a intensidade de adsorgéo)

Tc (hora) Kd (mL mg?) 1/n n
0,25 3,952 0,912 1,096
0,50 2,991 1,233 0,811
0,75 9,229 0,859 1,164
1,00 9,322 0,841 1,189
1,50 9,876 0,814 1,229
2,00 9,014 0,970 1,031
2,50 10,510 0,917 1,091
3,00 11,080 0,928 1,078
4,00 7,281 1,112 0,899
5,00 11,290 0,963 1,038
6,00 11,800 0,952 1,050
12,00 12,060 0,970 1,091
24,00 12,360 0,974 1,027

O maior valor observado para a constante n foi no Tc de 1,5 horas, ou
seja, foi com 1,5h que ocorreu a maior intensidade de adsor¢do, diferente da

escoria expandida que o maior valor de n foi observado para os primeiros 25
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minutos, sendo que para a argila expandida essa maior intensidade somente

ocorreu no Tc de 5h.

3.3.1 Cinética de adsorcao de cobre por Cladosporium cladosporioides no

meio suporte tubo corrugado amarelo 5/8”

Os tempos de equilibrio observados para o tubo corrugado amarelo 5/8”
foram de 1,7; 0,75 e 2,9 h, respectivamente (Figuras 21, 22 e 23) para as trés
concentragdes de cobre estudadas, 3,53; 6,27 e 13,09 mg L' Também foi
observado que, para as trés concentragcdes, mesmo apos o equilibrio, o

microrganismo ainda continuou sua atividade adsortiva.

120 ¢
# % de Cul+nasolucdo A% de Cul+adsorvida
100 »
80 A
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?5\. 60 [2oadsorvida] = 14,83In(Te)+ 42,05
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X
40
[2ana solugio] = -14.8In(Tc¢)+ 57,94
a0 | R*=0.863 .
0 | | | | | |
0 4 8 12 16 20 24
Tc (hora)

Figura 21 Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8” para a concentragdo de cobre de
3,53 mg L' (10 mg L™ de sulfato de cobre)
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Figura 22 Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides

%% Cu+

inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8” para a concentragdo de cobre de
6,27 mg L' (20 mg L™ de sulfato de cobre)
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Figura 23 Cinética de adsor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides

inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8” para a concentragdo de cobre de
13,06mg L™ (50 mg L' de sulfato de cobre)
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Para o tubo corrugado amarelo 5/8” foram observados valores elevados
do coeficiente de reagdo k para a concentragio de cobre de 6,27 mg L™ de
sulfato de cobre, nos tempos de contato de 0,25; 0,5 e 0,75h (Figura 24),
correspondendo a elevadas energias de ligagdo nestes tempos, com isso, a curva
de tendéncia atingiu valores menores que zero.

Foi observado para o fungo inoculado em tubo corrugado amarelo 5/8”,
como para os outros meios suportes analisados que, quando a concentragdo foi
aumentada de 6,27 para 13,06 mg L' de cobre, os valores de k diminuiram com

o aumento da concentragao.

4 10mgl-1 W20mgL-1 A50mgL-1

[ e ]
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=50 | K p=-3.60 In(Tc) + 12,27
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g 40

%‘ 20 | K.p=-12.2In(Tc¢)+ 2743

5 R*=0,763

T 20 4 Ksp=-3.62 In(Tc) + 11,65

g 10 R*=0.948

[+

,"E 0 1 T —_!_ T .
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O o0 4 8 12 I 2 24
=20 -

Tempo de contato (Tc¢) em hora

Figura 24 Efeito do tempo de contato com a variagdo das concentragdes iniciais
de cobre na velocidade de adsor¢do para fungo inoculado no tubo
corrugado amarelo 5/8”

Para todos os tempos de contato analisados, observou-se que o aumento
da concentragdo inicial de cobre da solugdo causou um aumento da quantidade
de ions metalicos adsorvida na fase sélida, conforme ja observaram Igwe e Abia
(2007), ao constatarem que a quantidade de metal adsorvido aumenta com o

aumento da concentracao inicial.
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4 CONCLUSOES

O cobre bivalente, na forma de sulfato de cobre foi adsorvido por
Cladosporium cladosporioides inoculado nos meios suportes utilizados: escoria
de alto forno, argila expandida e tubo corrugado amarelo 5/8”.

Para todos os tempos de contato analisados, observou-se que o aumento
da concentragdo inicial de cobre da solugdo, causou um aumento da quantidade
de ions metélicos adsorvidos na fase solida.

O equilibrio de adsorcdo foi satisfatoriamente descrito pelo modelo de
Freundlich para todos os tempos de contato avaliados, com elevados valores de
interagdo (R?), sendo que o maior valor de Kd foi observado quando o fungo foi
inoculado em escéria de alto forno, com o tempo de contato de 4 h.

A melhor concentragdo inicial de sulfato de cobre utilizada foi a de 20
mg L' no processo de biossorcio de cobre pelo fungo Cladosporium

cladosporioides inoculado nos meios suportes utilizados.
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CAPITULO 4

BIOSSORCAO DE COBRE POR Cladosporium cladosporiodes
(Fres.) de Vries EM BIOFILTRO COM DIFERENTES MEIOS
SUPORTES

RESUMO

Nesta pesquisa, objetivou-se o desenvolvimento de biofiltros com a
finalidade de avaliar a biossor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium
cladosporioides. O experimento foi realizado em trés etapas. Na primeira, os
biofiltros avaliados foram preenchidos com os meios suportes argila expandida,
pedra pomes sintética ¢ escoria de alto forno sem inoculagdo do fungo
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries. As propriedades da pedra pomes
sintética ndo foram suficientes para manté-la como meio suporte, entdo ela foi
substituida, na segunda e terceira etapas, pelo tubo corrugado amarelo 5/8”
(conduite). Na segunda etapa, os meios suportes foram inoculados com o fungo,
monitorando-se o processo de adsor¢do de cobre dentro dos biofiltros. A terceira
etapa foi montada com o objetivo de avaliar somente a concentracdo de cobre no
efluente. Os biofiltros foram construidos em vidro de 20 mm de espessura,
prismaticos, com altura de 65 cm e 15 cm de lado. Os requisitos ambientais que
garantiram o cultivo do fungo Cladosporium cladosporioides, dentro do reator,
foram: temperatura média de 25 °C, pH médio de 4,08 e quantidade média de
oxigénio de 7,7 mg L. O biofiltro preenchido com a escéria de alto forno
inoculada foi o que apresentou melhores resultados para adsor¢do de cobre, com
biossorcdo maxima de 68,7% e a escoria foi o meio suporte que promoveu
melhor aderéncia do biofilme permitindo plena colonizagdo do fungo. A
biossorgdo de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides cultivado nos
meios suportes argila expandida, escoria de alto forno e tubo corrugado amarelo
5/8”, dentro dos biofiltros desenvolvidos, se mostrou eficiente durante um
periodo de 30 horas.

Palavras-chave: Tratamento bioldgico. Fungos. Reator. Filtragdo. Inoculagio
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ABSTRACT

This work aimed at the development of biofilters to adsorb copper by the
fungus Cladosporium cladosporioides. The experiment was conducted in three
stages. In the first stage, the biofilters were filled with the support media
expanded clay, synthetic pumice (CHECAR TERMO) and alkali-activated slag,
without having been inoculated with the fungus Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries. Since the properties of synthetic pumice were not sufficient to
allow it to be used as support medium, it was substituted during the second and
third stages by the 5/8”yellow corrugated pipe (conduit).During the second
stage, the support media were inoculated with the fungus, with the copper
adsorption process inside the biofilters being monitored. The third stage was set
up to evaluate only the copper concentration in the effluent. The biofilters were
built in 20 mm thick, prismatic glass, 65 cm high and 15 cm by side. The
environmental requirements that allowed cultivation of the fungus Cladosporium
cladosporioides inside the reactor were: mean temperature of 25 °C, mean pH of
4.08 and oxygen mean amount of 7.7 mg L. The biofilter filled with inoculated
alkali-activated slag presented the best copper adsorption results, with maximum
biosorption of 68.7%, with the slag being the support medium promoting the
best biofilm adherence, allowing full fungus colonization. Copper biosorption by
the fungus Cladosporium cladosporioides cultivated in the support media
expanded clay, alkali-activated slag and 5/8” yellow corrugated pipe, inside the
biofilters developed, showed to be efficient over a period of 30 hours.

Keywords: Biological treatment. Fungi. Reactor. Filtration. Inoculation.



100

1 INTRODUCAO

\

Nos tultimos anos tém-se dado grande importincia & reutilizacdo das
aguas residudrias que, apds tratamentos adequados, podem ser aproveitadas em
diferentes usos. Nos casos de contaminagdo por metais pesados ou produtos
toxicos, o tratamento se torna mais oneroso, tendo que se buscar o
desenvolvimento de novos tipos de tratamentos mais eficientes e mais baratos.

O processo de filtragdo é amplamente usado para polimento de efluentes
apos o tratamento secundario, principalmente quando se usam materiais com
capacidades adsorventes que retirem do efluente compostos que nao tenham sido
removidos ainda. Os varios processos de tratamento disponiveis utilizando a
filtragem para a remocao de metais dissolvidos em efluentes liquidos industriais,
tem-se o processo de biossor¢do, que se destaca em virtude do emprego de
materiais de origem bioldgica como adsorventes (bactérias, fungos e algas) na
remocao de diversos ions metalicos (VEIT et al., 2009).

A eficiéncia do biofiltro € governada pelas propriedades e caracteristicas
do meio suporte, que inclui porosidade, grau de compactagdo, capacidade de
retengdo de agua e habilidade em hospedar as populacdes microbianas
(SRIVASTAVA; MAJUMDER, 2008).

Branddo et al. (2000) estudaram o uso de materiais alternativos como
meio filtrante no tratamento primario da agua residuaria de suinocultura. Foram
utilizados o bagaco de cana-de-agucar, a casca de arroz, a casca de café, o
carvao vegetal, o sabugo de milho e a serragem de madeira, acondicionados em
tubos de PVC de diametro de 100 mm, constituindo colunas de 500 mm de
altura. O sistema de filtragem foi mantido sob escoamento permanente, com
fluxo em meio saturado. Dentre as analises realizadas, os resultados mais
promissores foram observados para o cobre (Cu). A redugdo da concentragido de

Cu foi constatada em todos os materiais utilizados como filtro, atingindo-se
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eficiéncia de remog¢do de 43,6% quando o material filtrante foi a serragem de
madeira. Os autores concluiram que os residuos organicos podem ser
empregados como materiais filtrantes da agua residudria de suinocultura, uma
vez que proporcionaram melhoria nas qualidades quimica e fisica do efluente.

Goyal, Jain ¢ Banerjee (2003), estudaram trés diferentes microrganismos
(bactérias, leveduras e fungos) representados por Streptococcus equisimilis,
Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger e o efeito da adigdo de uma fonte
de energia extra na forma de glicose, frutose e sacarose no meio adsortivo para a
adsor¢do de metais pesados por esses microrganismos. Os autores concluiram
que a temperatura ambiente foi suficiente para a adsor¢do de metais da solucao,
mas a temperaturas mais elevadas a taxa de adsor¢do foi maior. A. niger foi mais
eficiente que S. equisimilis e S. cerevisiae na remog¢ao de concentragdes mais
elevadas de cromo. A idade da cultura teve efeito direto na adsor¢do do metal
pelos microrganismos e a adi¢do de nutrientes resultou em uma capacidade de
ligac@o mais elevada do metal por S. cerevisiae.

Souza et al. (2004) isolaram o fungo identificado como Aspergillus
2BNL1 de lodo ativado para avaliar sua eficiéncia no tratamento do efluente
proveniente de uma induastria de nitrocelulose, empregando um biorreator air-
lift. Seus resultados mostraram que o microrganismo utilizado foi capaz de
promover um descoloramento ¢ ainda reduzir a matéria organica, sendo que o
efluente ainda proporcionou um significante aumento na producio de biomassa.
Em outro trabalho, Souza et al. (2005) isolaram espécies doze fungos
filamentosos, identificadas como deuteromicetos e zigomicetos, também de lodo
ativado, visando a identifica-los e emprega-los para o tratamento biologico de
efluentes, e verificaram que todos os fungos foram capazes de reduzir a
coloragdo dos industrias téxteis.

Para Srivastava e Majumder (2008) ha grandes possibilidades para a

aplicacdo efetiva de biofiltros para a remocdo de metais toxicos de aguas
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contaminadas, enfatizando que o sucesso da técnica microbiana pode aumentar a
eficiéncia de remog¢do e reduzir os custos do tratamento, por ser capaz de
remover metais pesados a niveis de partes por bilhdo, podendo ser aplicada para
o tratamento de Aaguas residudrias de indUstrias quimicas, farmacéuticas, de
fertilizantes, papel, téxteis, despolpamento, corantes ¢ pigmentos.

Nesta pesquisa foram construidos trés biofiltros preenchidos com
diferentes meios suportes sem inoculacdo, com monitoramento fisico-quimico,
depois os meios suportes foram inoculados monitorando-se o processo de
biossor¢ao. Nesta pesquisa, objetivou-se o desenvolvimento de biofiltros com a
finalidade avaliar a Dbiossor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium

cladosporioides.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de Execucgao

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Fitopatologia do EcoCentro
da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG), no
Laboratorio de Analise de Agua do Departamento de Engenharia (LAADEG) e
na biofabrica localizada na Universidade Federal de Lavras (UFLA). As analises
da concentragdo de cobre foram realizadas no Laboratério de Analise Fisico-
quimica de Aguardente do Departamento de Quimica e no Laboratério de
Fertilidade do Solo, do Departamento de Ciéncia do Solo. As analises de
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO),
oxigénio dissolvido (OD), sélidos, nitrogénio e fosforo foram realizadas no
LAADEG, e as analises de microscopia eletronica de varredura foram realizadas
no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural, situados no

campus da UFLA.
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2.2 Ino6culo

Neste estudo foi utilizado o fungo Cladosporium clasdosporioides
(Fres.) de Vries., isolado G088, obtido de frutos do cafeeiro, pertencente a
colecdo do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia do EcoCentro da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais - EPAMIG, cultivado em
meio solidificado BDA (Batata-Dextrose-Agar), a 25 °C por 10 dias.

Em placas de Petri de 150 mm, no meio de cultura BDA, o fungo foi

repicado e depois cultivado a temperatura de 25° C por 20 dias.

2.3 Meio Suporte

O experimento foi conduzido em trés etapas, sendo utilizados como
meios suportes (MS), na primeira etapa, a argila expandida (vermiculita), a
pedra pomes sintética e a escoria de alto forno. A pedra pomes e a escoria foram
fisicamente alteradas até adquirirem tamanhos semelhantes aos da argila
expandida (20 a 30 mm). Os MS foram colocados nos biofiltros sem inoculagao
e serviram para determinacdo dos parametros operacionais.

Na segunda e terceira etapas, a pedra pomes, que ndo apresentou
propriedades suficientes para manté-la como meio suporte, foi substituida pelo
tubo corrugado amarelo 5/8” (conduite) cortado em comprimentos iguais de 20
mm, uma vez que a pedra pomes mostrou-se capaz de adsorver o cobre,
dificultando a avaliagdo da adsor¢do pelo fungo.

Esses materiais foram escolhidos, em razdo das suas caracteristicas tais
como: densidade, porosidade, baixo custo e grande quantidade disponivel, por
serem leves e também por j4 terem sido usados em outros experimentos

(LOURENCO, 2006; LUIZ, 2007; SILVA, 2007).
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A argila expandida foi comprada da Cinasita Argila Expandida —
Jundiai/SP, a pedra pomes sintética foi adquirida na sidertirgica SICAL em Belo
Horizonte/MG, a escoria de alto-forno foi adquirida na siderargica Divigusa
Industria e Comércio Ltda, de Divindpolis/MG e o tubo conduite adquirido no
comércio de material elétrico local.

Os meios suportes foram lavados, secados a temperatura ambiente (26
°C) e autoclavados a 121 °C por 20 minutos e, posteriormente, inoculados com o
fungo Cladosporium cladosporioides.

Para todos os materiais empregados como MS, foram determinadas a
massa especifica e a porosidade, de acordo com as equagdes 1 e 2,

respectivamente.

p=- Equacdo 1

Onde,
p = massa especifica (kg m™);
m = massa (kg);

v = volume (m°)

F= % Equagao 2

Onde,
P = porosidade (%);
Vv = volume de vazios (mL);

V = volume inicial (mL)

Para determinar a agua absorvida pelo meio suporte, todos foram
submersos em agua e depois secos a temperatura ambiente somente para retirar o

encharcamento. Para tal, foi pesado 1,0 L de material (peso umido) e depois
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levados a estufa até obten¢do do peso constante (peso seco), conforme Equagio

3.

@ =1 Equacdo 3

Onde,

Q = quantidade de 4gua absorvida pelo material (g)
Pu = peso umido (g)

Ps = peso seco (g)

2.4 Inoculacdo do meio suporte (MS)

A inoculagdo dos MS foi feita em ambiente asséptico. Nas placas de
Petri de 150 mm contendo o fungo desenvolvido, foram adicionados 20 mL de
agua destilada autoclavada. Os esporos foram raspados com bastdo de vidro e
esta suspensio, com concentragio de 10’ esporos mL™' foi colocada em 250 mL
de meio BDA morno. Essa mistura foi derramada aos poucos sobre os MS, em
uma bandeja inox, sendo misturada até o meio nutriente tornar-se mais
polimerizado e aderido ao MS. Os MS inoculados foram colocados em bandejas
de plastico esterilizadas com alcool e em Iuz UV, cobertas com filme plastico e
levadas para incubagdo a 25 °C por 10 dias. Depois do desenvolvimento dos
fungos, os meios suportes foram transferidos para o biofiltro. Foram utilizados
4,5 L de meio nutriente BDA com a suspensio de esporos de concentragio 10’
esporos mL™, para 28 L de MS que a serem colocados nos biofiltros, sendo 9 L

para a argila expandida e para a escoria e 10 L para o tubo conduite.
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2.5 Preparo do efluente sintético

Para a obtencdo do efluente sintético, a solugdo foi preparada com agua
de torneira e sulfato de cobre na concentragio de 20 mg L™'. Na segunda etapa
da pesquisa, o efluente foi despejado nos biofiltros ja contendo o MS inoculado
e para completar o volume de recarga foi utilizado um reservatorio plastico de
50 L, sendo o efluente conduzido para o biofiltro por meio de bomba magnética
de dosificagdo marca ProMinent® gamma/L. Na terceira etapa, o efluente foi
conduzido por uma bomba para fonte H190 VigoAr (altura maxima de 45 cm e

vazdo maxima de 190 L h™").

2.6 Construcéo do biofiltro

Para condugdo do experimento, foram construidos trés biofiltros (figuras
1 e 2), em vidro de 20 mm de espessura, prismaticos, com 65 cm de altura e 15
cm de lado, com capacidade de 14,6 L. Ao longo da altura dos biofiltros, foram
instaladas 4 torneiras e 4 flanges, para permitir a amostragem do efluente e do
material suporte inoculado. Os biofiltros continham ainda um separador
trifasico,que € um dispositivo adicional para separar o liquido dos so6lidos e dos

gases gerados na aeragdo, instalados na altura de 39,5 cm.
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Figura 1 Desenho esquematico do biofiltro (medidas em cm)

Figura 2 Biofiltros prismaticos construidos em vidro de 20 mm de espessura
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Inicialmente, foi feito o teste de estanqueidade nos trés biofiltros e apos
verificar que ndo havia mais vazamentos, os biofiltros foram preenchidos com
agua até completar o volume de 11 L, na altura do separador trifasico e, num
primeiro momento admitiu-se trabalhar com a capacidade de 11 L, porém,
quando as boéias foram colocadas, os biofiltros foram cheios com 14 L de agua e
a altura atingida pelo liquido foi a considerada para que os biofiltros fossem
preenchidos com MS e a solugao sintética.

O fluxo dos biofiltros foi intermitente, em batelada, sendo o efluente
sintético colocado no inicio do tempo de contato, fazendo-se recargas por meio
de bomba, quando eram retiradas quantidades maiores de efluente para

amostragem, provocando uma mistura continua do efluente.

2.7 Analises de cobre

Para a analise da concentracdo de cobre na solugdo dos biofiltros, foram
retiradas amostras do liquido de acordo com o tempo de contato pré-
estabelecido. As amostras foram coletadas em recipientes plasticos, lavados na
solucdo de 4cido nitrico 1:1 (SOUZA, 1977), e estocados em refrigerador até a
realizacdo das analises.

A concentracao de cobre das amostras das primeira e segunda etapas da
pesquisa, foi medida no Laboratério de Analise Fisico-quimica de Aguardente
do Departamento de Quimica da UFLA, seguindo o protocolo adaptado do
Ministério da Agricultura (portaria 76 de 26 nov. 1986), que dispde sobre os
métodos analiticos de bebidas e vinagre. O protocolo foi adaptado trocando-se a
quantidade de alcool etilico usada por agua destilada, uma vez que as amostras
ndo continham &lcool.

As solugdes padrdes foram preparadas nas concentragdes de cobre de 5,

10, 15, 20, 25 e 30 mg L' para obtengdo da curva padrdo. Para a determinagio
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do cobre, foram pipetados 10 mL da amostra, em duplicata, em tubos de ensaio
com tampa de rosca 20x200 mm, depois foi acrescentado 1,0 g de
hidroxilamida, agitado e acrescentado mais 1,0 g de acetado de sédio, agitado e
depois acrescentado 10 mL da solugdo de 2,2 diquinolilo, preparada com 0,2 g
de diquinolilo em 1,0 L de alcool isoamilico. Apo6s o preparo das amostras, foi
realizada a leitura do teor de cobre em equipamento UV Visible
Spectrophotometer, marca Shimadzu, modelo 1601 PC com absorbancia de 546
nm. Apds a leitura e com os dados da curva padrio foram obtidas as
concentragdes de cobre nas amostras.

Na terceira etapa da pesquisa, a concentragdo de cobre foi determinada
no Laboratério de Fertilidade do Solo do Departamento de Ciéncias do Solo da
UFLA, por espectrometria de absor¢cdo atomica (AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION - APHA, 1998) em espectrofotdometro de absorgao

atomica Perkin Elmer® modelo Analyst 40.

2.8 Monitoramento do biofiltro com os meios suportes nao inoculados

Na primeira etapa da pesquisa, os trés biofiltros foram preenchidos com
os meios suportes ndo inoculados: argila expandida, pedra pomes sintética e
escoria de alto forno (Figura 3) para avaliar o desempenho e as caracteristicas
dos meios suportes antes da inoculacdo. Em razdo das diferengas dos materiais,
foram utilizados 8,0 L de argila expandida, 9,0 L de pedra pomes ¢ 8,0 L de
escoria. No biofiltro contendo argila, foram utilizados 6,7 L da solugdo de
sulfato de cobre, para o biofiltro contendo pedra pomes foram utilizados 6,3 L e
para o biofiltro contendo escoéria foram utilizados 6,6 L.

Os biofiltros com os meios suportes ndo inoculados foram monitorados

em duas fases, totalizando um periodo de 45 dias. Ainda foi acrescentada mais
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uma etapa para o monitoramento exclusivo do pH do meio, com duragdo de 20

dias.

Figura 3 Biofiltros contendo os meios suportes argila expandida, pedra pomes e escoria
de alto forno sem inoculacao

Segundo as metodologias propostas pelo Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998), foram avaliados os
pardmetros fisico-quimicos como oxigénio dissolvido (OD); demanda quimica
de oxigénio (DQO); demanda bioquimica de oxigénio (DBO); sdlidos,
nitrogénio e fosforo. A alcalinidade e a acidez foram medidas por
potenciometria.

A oxigenagdo do meio, na primeira e segunda etapas da pesquisa, foi
feita pela entrada de ar localizada abaixo do fundo falso, pelo emprego de um
compressor da marca SCHUZ, modelo MSV 5,2 VL/130 e controlada por

fluxdémetro de ar Vital Med com vazio de 1 a 15 L min. Na terceira etapa, a
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oxigenacao foi feita por uma bomba de ar aquatica BOYU modelo U-3600, com
vazdo de 4,0 L min™".

A amostragem do efluente de cada um dos trés biofiltros foi de forma
pontual a partir da coleta das aliquotas de solucdo das torneiras instaladas na

parede do biofiltro.

2.9 Monitoramento do biofiltro com os meios suportes inoculados

Para monitoramento didrio dos biofiltros, na segunda etapa da pesquisa
(Figura 4), foram determinados diariamente o pH, utilizando pHmetro da
Hach®, modelo BOX 389 — sension 4, ¢ as temperaturas do liquido e do
ambiente, medidas com um termohidrografo Termohygro®. A concentragdo

inicial da solugdo foi de 20 mg L™

Figura 4 Biofiltros com o cultivo de Cladosporium cladosporioides em meio suporte
argila expandida, escoria de alto forno e tubo corrugado 5/8”
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Os atributos fisico-quimicos e a amostragem do efluente de cada um dos
trés biofiltros foram analisados de forma semelhante a empregada nos biofiltros
sem inoculacdo

Em razdo das diferencas dos materiais empregados, o biofiltro com o
MS escoria de alto forno foi preenchido com 10,5 L de solugdo e 0 6,0 L de MS
inoculado, até a altura de 32 cm, enquanto o biofiltro com a argila expandida foi
preenchido com 10,0 L de solugdo e 7,0 L de MS, colocado até a altura de 29 cm
e o biofiltro com o tubo conduite foi preenchido com 12,0 L de solugdo e 10,0 L
de MS, colocado até a altura de 33 cm. O separador trifasico foi retirado dos
biofiltros para melhor acomodar a béia.

Na terceira etapa da pesquisa, foram colocados 9,0 L de escoéria, 9,0 L
de argila expandida e 10,0 L de tubo conduite em cada biofiltro e,
posteriormente, eles foram preenchidos com a solugdo sintética de sulfato de
cobre, por bombeamento. A concentragio inicial da solugdo foi de 20 mg L. O
pH foi medido com medidor de pH digital de bolso Instruterm® modelo PH-
1800 e as temperaturas do liquido e ambiente foram medidas com termometro de
mercurio. A oxigena¢do do meio, nesta etapa, foi feita por uma bomba de ar

aquatica BOYU modelo U-3600, com vazao de 4,0 L min.

2.10 Analises de microscopia

Das torneiras e flanges instaladas ao longo da altura dos reatores, foram
coletadas as amostras do efluente e do material suporte para a caracterizagdo da
biomassa aderida e verificagdo do cobre adsorvido pelo fungo. As amostras
foram analisadas em microscopia Otica e em microscopia eletronica de varredura
(MEV).

Na primeira e segunda etapas da pesquisa, foram retiradas amostras do

fungo e dos meios suportes e levadas para preparacdo para MEV no Laboratério
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de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural da UFLA, de acoordo com o
protocolo do laboratorio. Cada amostra foi colocada para fixagdo em microtubo
de 2,0 mL com solucdo fixativa de Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 2%, em tampdo cacodilato 0,05 M com pH de 7,2). As
amostras permaneceram no fixador por 8 dias e, posteriormente, foram retiradas
e lavadas (trés lavagens de 10 minutos) em tampao cacodilato. As amostras
foram pos-fixadas (fixagdo secundaria) em solugdo aquosa de tetroxido de dsmio
(0s0,) a 1%, durante trés horas, a temperatura ambiente.

Depois da pos-fixagdo, essas amostras foram lavadas trés vezes em agua
destilada e, em seguida, desidratadas em gradiente de acetona (25, 50 75, 90 e
100%), por 10 minutos. Na concentracdo de 100%, a operagdo foi repetida trés
vezes.

Apos a desidratacdo, as amostras foram levadas ao aparelho de ponto
critico marca BAL-TEC, modelo CPD 030 para completar a secagem e,
postriormente, foram montadas em suportes de aluminio (Stubs). Para aumentar
a condutividade da amostra, foram levadas para a cobertura de ouro em
equipamento sputtering marca BAL-TEC, modelo SCD 050. Completado o
preparo, as amostras foram observadas em microscopio eletronico de varredura

da marca Zeiss, modelo LEO EVO 40.

2.11 Avaliacéo microbioldgica

Para a realizagdo das analises microbioldgicas, foram retiradas de cada
biofiltro contendo os meios suportes inoculados e a solugdo de sulfato de cobre,
trés amostras de cada MS inoculado, que foram cortadas ao meio; trés amostras
do biofilme formado pelo Cladosporium cladosporioides em escoria, argila
expandida e tubo conduite e trés amostras de 1,0 mL da solugdo. Cada amostra

foi colocada em placa de Petri com meio BDA solidificado e colocada para
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desenvolvimento a temperatura de 25 °C, durante 10 dias. Os microrganismos
desenvolvidos nas placas foram isolados em meio BDA e CYA (extrato de
levedura, sacarose, agar, agua destilada, concentrado Czapech (K,HPO,),
solucdo metal de Czapech (CuSO4.5H,0O + ZnS0O,.7H,O + agua destilada)), e
depois identificados por meio de caracteristicas macroscopicas (coloragdo,
aspecto das colonias, indice de crescimento micelial e de esporulacdo) e

microscopicas (tamanho e forma, septacdo), conforme Sanson et al. (2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Meio Suporte

Dos trés meios suportes selecionados na primeira etapa, a pedra pomes,
com massa especifica de 243 kg m~ e porosidade de 65%, ndo apresentou
condigdes favoraveis para o desenvolvimento da pesquisa, visto que, apresentou
grande capacidade adsortiva do elemento cobre tendo também turvado o
efluente, acarretando valores de turbidez de até¢ 905 UTm, além de provocar um
aumento indesejado do pH. O aumento progressivo da turbidez foi decorrente do
desfarelamento da pedra pomes submersa. Devido a sua alcalinidade, no
decorrer da pesquisa o pH, mesmo apds a corre¢do com acido cloridrico, sempre
se elevava, chegando a 9,0, ndo permitindo o controle do pH em torno de 4,0,
como se desejava na pesquisa.

Lapa et al. (2004) utilizaram o leito suporte da biomassa formado por
matrizes de pedra pomes, no tratamento de esgotos sanitarios, com o objetivo de
avaliar o desempenho de um reator anaerdbio operado em batelada sequencial de
leito fixo, provido de agitador mecanico, em escala de bancada. De acordo com
os autores, os elevados valores de dureza encontrados no efluente confirmaram

que houve solubilizacdo de calcio, constituinte importante da pedra pomes
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sintética, decorrente da reacdo com dacidos organicos, sendo esse fendémeno o
responsavel pelos valores elevados de alcalinidade obtidos no efluente, uma vez
que o calcio solubilizado interage com as espécies quimicas de bicarbonato. Os
autores concluiram que a pedra pomes sintética ndo apresentou a estabilidade
quimica necessaria para seu uso como material suporte da biomassa em reatores
anaerobios, pois ocorreu a perda continua de calcio do leito que resultou na
perda da estabilidade estrutural das matrizes.

Os meios suportes utilizados absorveram agua quando este teste foi
feito. A quantidade de agua absorvida pelos meios suportes, apds secagem em
estufa até peso constante, foi de 41,82 g para a argila expandida; 209,20 g para a
pedra pomes, 49, 63 g para a escoria de alto forno e 23,72 g para o tubo
conduite, o que mostra, mais uma vez, que a pedra pomes ndo foi um agregado
apropriado para o experimento, uma vez que sua elevada capacidade em reter
agua torna-a mais pesada para ser utilizada dentro de reatores.

No biofiltro preenchido com a argila expandida o liquido apresentou
turbidez média de 108,16 UTm na primeira etapa da pesquisa. Esse material
apresenta superficie lisa, mas com interior muito poroso, com massa especifica
de 347 kg cm™ e porosidade de 82%.

No biofiltro preenchido com a escoria de alto forno, o liquido
permaneceu limpido, com turbidez de 6,8 UTm. Esse material apresentou massa
especifica de 147 kg cm™ e porosidade de 83%. A analise quimica laboratorial
da escoria apresentou maior concentragdo de SiO, e CaO e ainda, tragos de
oxidos de ferro, de magnésio, de manganés e ainda Al,Os.

O tubo conduite foi usado, na segunda e terceira etapas da pesquisa, em
substituicdo a pedra pomes. O liquido no qual ele ficou submerso apresentou
turbidez média de 0,67 UTm, esse material apresentou massa especifica de 33 kg

cm” e porosidade de 94%.
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Comparando-se os materiais empregados, verifica-se que a argila
expandida turvou mais o liquido que os outros materiais € que a maior

porosidade foi do tubo conduite, em razao da sua formacao em forma de anel.

3.2 Desempenho dos biofiltros

3.2.1 Temperatura

A temperatura ambiente média observada, durante o monitoramento dos
biofiltros preenchidos com os meios suportes sem inoculagdo, foi de 27,4 °C,
com minima de 24,6 °C e maxima de 28,8 °C, enquanto a umidade relativa
média foi de 46,9%, com minima de 33% e maxima de 62%. Essas condigdes
favoreceram para que os biofiltros fossem operados na faixa mesofilica de
temperatura, com média de 26,5 °C, o que contribuiu para proporcionar
condigdes estaveis e adequadas para uma eficiente estabilizacdo do efluente
(CHERNICHARO, 1997).

Durante o monitoramento dos biofiltros preenchidos com os meios
suportes inoculados, a temperatura ambiente média foi de 22,4 °C, apresentando
minima de 19,6 °C e méaxima de 24,7 °C, enquanto a umidade relativa média se
manteve em 47,5% com minima de 32,0% e maxima de 69,0%. Apesar da
temperatura ambiente ter sido menor do que aquela observada na primeira etapa
da pesquisa, os biofiltros ainda operaram na faixa mesofilica de temperatura,
visto que, dentro dos biofiltros as temperaturas variaram entre 19 °C e 25 °C
para os trés meios suportes. As temperaturas mais baixas foram observadas no
biofiltro preenchido com o tubo conduite, com média de 22 °C. As varia¢des da
temperatura durante o monitoramento do biofiltro com indculo estdo mostradas

na Figura 5.
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Figura 5 Variagdo da temperatura, durante o monitoramento, dos biofiltros preenchidos
com diferentes meios suportes inoculados com Cladosporium cladosporioides

3.2.2 pH

O tipo de material suporte utilizado influenciou o pH da solucdo de
sulfato de cobre. Para os biofiltros preenchidos com os meios suportes nio
inoculados, o pH da solug¢do inicial foi de 4,07, visando a proporcionar
condi¢gdes mais acidas, visto que o processo de adsor¢do foi melhor observado
em pH mais baixos (FRANCO et al., 2004; NUHOGLU et al., 2002; SWAMY,;
RAMSAY, 1999). A acidez mediu 39,23 mg L™ e alcalinidade 61,72 mgCaCO;
L"'. Nas primeiras horas do estudo o pH, que inicialmente foi ajustado para 4,07
em todos os biofiltros, apos algumas horas ficou em torno de 8,0.

Ap6s a corregdo do pH para 4,0, observou-se que no biofiltro preenchido
com a pedra pomes o pH voltou a subir e a solugdo se manteve alcalina durante
todo o monitoramento. Para o biofiltro preenchido com argila expandida o pH

foi abaixado para proximo de 2,0 apos a corre¢do, nao se alterando mais e, para
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o biofiltro preenchido com escéria o pH, apos a adicdo de acido cloridrico,
permaneceu em torno de 4,0. Esses valores de pH, possivelmente afetaram o

processo de adsor¢do dos meios suportes sem inoculagdo (Figura 6).
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Figura 6 Variacdo do pH da solugcdo de CuSO4.5H,O durante o monitoramento dos
biofiltros prenchidos com os meios suportes ndo inoculados

Quando se monitoraram os biofiltros com os meios suportes inoculados,
foi verificado que, mesmo com a adi¢do de acido cloridrico, o pH continuava
aumentado, diferentemente do que ocorreu quando nao havia inéculo. Durante o
monitoramento, foram necessarios varios ajustes para se conseguir o nivel de pH
desejado, entre 4,0 e 5,0 (Figura 7), garantindo a acidez desejada dentro dos
biofiltros com o objetivo de inibir bactérias e proporcionar ambiente favoravel
ao fungo Cladosporium cladosporioides. Essa elevacdo do pH, na faixa de
neutro a alcalino, prejudicou o processo de biossor¢do, reduzindo a capacidade

do fungo em adsorver o metal cobre.
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Os resultados de biossor¢do encontrados por Franco et al. (2004),
quando avaliaram o desempenho da biossor¢cdo de cobre, chumbo e ferro em
solucdes aquosas, mostraram que a maxima adsorcdo foi obtida com pH igual a
4,0 para todos os metais, sendo que o processo foi altamente dependente do pH
da solugdo, tendo também dificultado quando o pH ficou acima desse valor.
Segundo esses autores, o pH da solugdo afeta a carga superficial da superficie

dos adsorventes e o grau de ionizagao,

7 —— Argila —8=FEzcoria =—de=Tubo conduite
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Figura 7 Variagdo do pH, durante o monitoramento dos biofiltros preenchidos com os
diferentes  meios suportes inoculados com o fungo Cladosporium
cladosporioides

3.2.3 Atributos fisico-quimicos

No interior dos biofiltros preenchidos com os meios suportes ndo
inoculados a concentragio média de oxigénio dissolvido foi de 7,5 mg L™ para a
pedra pomes, 7,8 mg L' para a argila e 8,0 mg L' para a escoria. Quando os
meios suportes foram inoculados, os biofiltros operaram com uma quantidade de

oxigénio dissolvido em torno de 8,0 mg L' (Figura 8). Esses valores indicaram
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que as condigdes de aerobiose foram mantidas, ou seja, a aeracdo nos biofiltros

foi adequada para o processo aerdbio.
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Figura 8 Quantidade de oxigénio dissolvido (OD) observada nos biofiltros com os
diferentes meios suportes inoculados com o fungo Cladosporium
cladosporioides

A demanda bioquimica de oxigénio (DBOs) média foi de 2,6 mg L' e a
demanda quimica de oxigénio (DQOyw) média foi de 32 mg L™, para os
biofiltros sem indculo, mostrando que a matéria organica encontrada se devia
mais as propriedades dos meios suportes.

Os resultados do monitoramento fisico-quimico do efluente do biofiltro
contendo argila expandida inoculada sdo apresentados na Tabela 1. Os
coeficientes de varia¢do (C.V.) dos pardmetros Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) e Nitrogénio Total (NTK), apresentaram-se elevados, em razdo da
grande diferenca entre os valores maximos e minimos. Para a DQO as
concentragdes minimas foram observadas durante os primeiros tempos de

contato e as concentragdes maximas durante os tempos de contato de 3 e 5 horas
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e depois de 20 dias de monitoramento, mostrando, mais uma vez, que a carga foi
decorrente das caracteristicas do meio suporte e também da presenca do fungo e
do meio nutriente. As concentragdes de NTK foram elevadas no inicio do
monitoramento e muito baixas ao final, indicando possivel consumo de
nitrogénio pelo fungo. Também foi observada diminui¢do na concentragdo de
fosforo e de DBOs. Para os valores de acidez, as concentragdes maximas foram

obtidas nos intervalos de acréscimo da solugdo de acido cloridrico.

Tabela 1 Estatistica descritiva dos pardmetros fisico-quimicos: Acidez total (AT),
solidos totais (ST), demanda bioquimica de oxigénio (DBOs), demanda
quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio (NTK) e fosforo (P) do efluente
sintético do biofiltro contendo Cladosporium cladosporioides inoculado em
argila expandida

Parametros
AT ST DBOs DQO NTK P
(mgLh (mgL") (mgL?Y (mgL") (mgL?" (mgL™)
Média (x) 52,93 495,83 2,25 447,00 16,16 0,05
Minimo 11,72 308,33 1,80 34,67 2,60 0,04
Maximo 98,84 838,33 2,70 2776,67 29,71 0,06
C.V. 0,58 0,43 0,17 1,36 1,19 0,23
Mediana 49,42 429,17 2,25 230,00 16,16 0,04
dp 30,69 211,57 0,39 607,11 19,17 0,01
x-1dp 22,24 284,27 1,86 -160,11 -3,01 0,04
x+1ldp 83,62 707,40 2,64 1054,11 35,32 0,06

C. V. coeficiente de variagdo; dp — desvio padrdo

Os resultados do monitoramento fisico-quimico do efluente do biofiltro
contendo o tubo conduite inoculado estdo apresentados na Tabela 2. Para este
biofiltro os C.V. foram baixos, exceto para as concentragdes de NTK, cujos
valores decairam entre o inicio e o final do monitoramento. Para os valores de
acidez, as concentracdes maximas foram observadas no intervalo de 3 a 42 dias
de monitoramento, portanto este material apresentou estabilidade, mantendo a
acidez do meio, em razdo da sua composi¢cdo inerte. Observou-se estabilidade

nos dados de DQO em relagdo ao mesmo pardmetro analisado para o meio
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suporte argila expandida. Para o parametro Soélidos Totais (ST) foram
observadas concentragdes maximas no inicio, em razao da influéncia da aeracao
que fez com que o biofilme se soltasse do material suporte, porém, com o
decorrer do monitoramento, foi observada uma estabilidade, decorrente do
biofilme ao voltar-se a acomodar nos intersticios do meio suporte. Os demais
pardmetros, AT, DBOs e P, foram semelhantes ao efluente do biofiltro

preenchido com argila expandida inoculada.

Tabela 2 Estatistica descritiva dos paradmetros fisico-quimicos: Acidez total (AT),
solidos totais (ST), demanda bioquimica de oxigénio (DBOs), demanda
quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio (NTK) e fosforo (P) do efluente
sintético do biofiltro contendo Cladosporium cladosporioides inoculado em
tubo conduite

Parametros
AT ST DBOs DQO NTK P
(mgLh  (mgL?h) (mgL™) (mgL?) (mgL?) (mgL™

Meédia (x) 66,74 257,08 1,68 464,38 21,04 0,07
Minimo 39,23 176,67 1,20 287,50 3,52 0,06
Maximo 78,97 290,00 2,10 566,67 38,56 0,08
C.V. 0,24 0,21 0,23 0,27 1,18 0,14
Média 66,74 257,08 1,68 464,38 21,04 0,07
Mediana 68,78 280,83 1,70 501,67 21,04 0,07
dp 16,20 53,79 0,38 124,01 24,78 0,01
x-1dp 50,54 203,29 1,30 340,37 -3,74 0,06
x+1dp 82,95 310,87 2,05 588,38 45,82 0,08

C.V. — coeficiente de variagdo; dp — desvio padrao

O monitoramento fisico-quimico do biofiltro, contendo a escoéria de alto
forno inoculada, estd apresentado na Tabela 3. Para este biofiltro os coeficientes
de variag@o (C.V.) foram semelhantes aos apresentados pela argila expandida,
sendo que os parametros de DQO e NTK, também se apresentaram altos em
razdo das grandes diferencas entre as concentragdes maximas ¢ minimas. As
concentragoes de DQO minimas foram observadas nos tempos de contato finais

e as concentracdes maximas observadas entre os tempos de 3 ¢ 5 horas . Para os
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valores de acidez, como aconteceu com a argila expandida, foram encontradas
concentragdes maximas apods o acréscimo da solugdo de acido cloridrico.

O efluente sintético apresentou niveis muito baixos de matéria organica,
estimada pela demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Isso demonstra que o
uso de microrganismo que adsorve metal deve ser considerado como um
tratamento posterior ao tratamento bioldgico convencional, quando a
concentragdo de matéria organica ja tenha atingido os niveis de tratamento

desejaveis.

Tabela 3 Estatistica descritiva dos pardmetros fisico-quimicos: Acidez total (AT),
solidos totais (ST), demanda bioquimica de oxigénio (DBOs), demanda
quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio (NTK) e fésforo (P) do efluente
sintético do biofiltro contendo Cladosporium cladosporioides inoculado em
escdria de alto forno

Parametros
AT ST DBOs DQO NTK P
(mgL") (mgL™) (mgLY) (mgL™") (mgL?) (mgL™
Média (x) 43,87 448,61 2,58 683,14 26,63 0,05
Minimo 11,72 278,33 2,20 17,67 3,02 0,04
Maximo 68,27 770,00 2,90 3215,00 50,23 0,05
C. V. 0,44 0,43 0,12 1,26 1,25 0,15
Mediana 49,42 392,50 2,60 465,00 26,63 0,04
dp 19,43 192,88 0,30 861,90 33,38 0,01

C.V. —coeficiente de variagdo; dp — desvio padrdo

As analises de so6lidos da primeira etapa da pesquisa mostraram que a
quantidade presente no biofiltro preenchido com pedra pomes foi muito elevada
em relac@o aos outros biofiltros (Tabela 4), isso porque a pedra pomes se desfez,
enquanto em contato com a solucdo, soltando uma quantidade maior de sélidos

(Figura 9).
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Tabela 4 Estatistica descritiva da concentracdo de solidos observada no efluente dos
biofiltros sem inoculag¢io dos meios suportes durante o0 monitoramento

MEIOS SUPORTES

Argila Expandida Pedra Pomes Escoéria
ST STV ST STV ST STV
Média (x) 198,3 54,2 2295,0 200,8 204,2 80,0
Minimo 165,0 21,7 2288.3 178,3 120,0 8,3
Maéaximo 231,7 86,7 2301,7 2233 288,3 151,7
C. V. 0,2 0,6 0,0 0,1 0,4 0,9
Mediana 198,3 54,2 2295,0 200,8 204,2 80,0
dp 33,3 32,5 6,7 22,5 84,2 71,7
x-1dp 165,0 21,7 2288.3 178,3 120,0 8,3
x+1dp 231,7 86,7 2301,7 2233 288,3 151,7
Percentis
25% 181,7 37,9 2291,7 189,6 162,1 442
50% 198,3 54,2 2295,0 200,8 204,2 80,0
75% 215,0 70,4 2298.3 212,1 246,2 115,8

C.V. = coeficiente de variagdo; dp = desvio padrio; ST = solidos totais; STV = sdlidos

totais volateis.

Figura 9 Meio suporte pedra pomes antes de ser colocada no biofiltro contendo a solugdo
de CuSO, e apos ser retirada da solugéo

Quando se compara a carga de solidos dos biofiltros monitorados,

percebe-se que o biofilme colaborou para o aumento da carga de sélidos. Para a

argila expandida sem inoculagio a carga média foi de 198,3 mg L' ¢ a maxima
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foi de 231,7 mg L, quando ela foi inoculada, a média foi de 495,83 mg L' com
maximo de 838,3 mg L. Para a escéria sem inoculagio a carga média foi de
204,2 mg L' ¢ a maxima foi de 288,3 mg L', quando a escoria foi inoculada a
carga de solidos média foi de 448,61 mg L' e a maxima de 770,0 mg L. A
argila expandida apresentou maior carga de so6lidos do que a escoria, o que
refletiu em um efluente mais turvo.

O maior valor de DQO foi observado para o biofiltro preenchido com
escoria de alto forno inoculada, 3.215 mg L', seguido pela argila expandida
inoculada , 2.776,67 mg L. Comparando-se estes valores elevados com os
baixos valores da DBO, verifica-se que os meios suportes desprenderam para o
meio materiais recalcitrantes que precisam receber tratamento para deixar a
DQO em niveis aceitos pela legislagdo, que é de 180 mg L', segundo Resolugio
CONAMA de 17 de marg¢o de 2005 (CONSELHO NACIONAL DO MEIO
AMBIENTE - CONAMA, 2005).

3.3 Avaliacdo da concentracéo de cobre

Na Figura 10, estdo apresentados os resultados obtidos da analise das
concentragoes de cobre do efluente, durante o monitoramento dos biofiltros com
os meios suportes inoculados na segunda etapa da pesquisa. No biofiltro
preenchido com a argila expandida inoculada com o fungo Cladosposporium
cladosporioides, o processo de adsor¢do foi observado nas primeiras 2,5h,
depois deste tempo foi iniciado um processo de dessor¢io seguido pelo processo
de adsorcdo até¢ o 12° dia de avaliagdo, apos este periodo houve, de novo, um
lento processo de dessor¢do. Essa dessor¢do representa o momento em que o
sorvente passa a eliminar para a solugdo o produto adsorvido.

No biofiltro contendo o tubo conduite inoculado, observou-se uma

grande capacidade de adsorgdo pelo fungo Cladosporium cladosporioides, sendo
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a adsor¢do constante até o 10° dia de avaliacdo, quando foi iniciado um lento
processo de dessorgdo.

No biofiltro contendo a escoria de alto forno inoculada, uma adsor¢ao
durante as trés primeiras horas foi observada, mas, entre 3 e 6 horas de
monitoramento, foi observado um processo de dessor¢do. Apods 6 horas de
avaliacdo, a adsor¢do voltou a ocorrer, permanecendo até o 30° dia de avaliagdo,
ocorrendo algumas dessor¢des neste periodo. No entanto, apés o 30° dia iniciou-

se novamente o processo de dessor¢ao.
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Figura 10 Concentrag@o de cobre no liquido dos biofiltros preenchidos com os diferentes
meios suportes durante o monitoramento na segunda etapa da pesquisa

O processo de dessor¢do ndo era esperado e ndo foi encontrada, nas
literaturas pesquisadas, a ocorréncia de tal fato, também ndo fora observado
antes, um monitoramento tao prolongado ou o uso de material suporte no cultivo
do fungo. Frente aos resultados obtidos, uma terceira etapa do experimento foi
montada, sendo as amostras coletadas de todas as torneiras do biofiltro e

misturadas, para completa homogeneizagdo dentro dos biofiltros, formando uma
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amostra composta. Nesta etapa, o pH ficou em torno de 5,0, a temperatura
dentro dos reatores variou de 27 a 31 °C e a temperatura ambiente ficou entre
28 e 32 °C.

Na terceira etapa da pesquisa, durante 6 dias de monitoramento,
montada para observar se o fendmeno de dessor¢do ocorreu por algum erro
ocorrido na segunda etapa, foi observado novamente o processo de adsorcdo
seguido de dessor¢@o, ja apos o 2° dia, nos efluentes de todos os biofiltros
estudados, tendo a quantidade final de cobre um valor maior que a inicial. As
analises dos materiais ndo acusaram a presenca de cobre.

Na Figura 11, esta apresentado o comportamento do biofilme de
Cladosporium cladosporioides cultivado na argila expandida. Nas primeiras
22h, foi notado o processo de biossor¢do de cobre pelo fungo, sendo que nos
primeiros 15 minutos ocorreu mais de 40% de biossor¢do, mostrando que os
sitios de ligacdo do biofilme estavam livres para receber o metal cobre. No
tempo de 22 h, foi observado o valor maximo de biossor¢do, de 59,6%. Apds
este tempo, verificou-se o inicio de um processo de dessor¢do, com o elemento
cobre voltando para a solugdo, até 48 h, quando foi observado um aumento de
cobre na solugdo de mais de 18% da concentragdo inicial, como ja havia

acontecido na segunda etapa da pesquisa.
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No biofiltro contendo a escoria de alto forno inoculada com o fungo
Cladosporium cladosporioides, também foi observado uma adsor¢do maior nos
primeiros 15 minutos, mas ja aos 45 minutos ocorreu um processo de dessorcao,
até as 2 h de monitoramento, voltando a ocorrer a adsor¢do até 72h, quando o
meio voltou a ter 78% da concentracdo inicial até o final do monitoramento. A
biossor¢do maxima foi de 68,7%, observada no tempo de 30 horas.

Para o biofiltro contendo o biofilme de Cladosporium cladosporioides
cultivado no tubo conduite (Figura 13), a biossor¢do observada ficou abaixo de
50% para todos os tempos de contato, sendo que a maxima foi de 35,8%, no
tempo de 22 horas. A biossor¢ao ocorrida foi lenta durante todo monitoramento,
sendo que, depois de 30 horas de contato, foi observada total dessor¢do para o

meio, como ocorreu nos outros biofiltros.
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Figura 13 Concentracdo de cobre, em porcentagem, na solugdo e no biofilme de
Cladosporium cladosporioides em tubo corrugado amarelo 5/8” nos
diferentes tempos de contato
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Comparando-se as concentracdes de cobre nos biofilmes dos trés
biofiltros, percebe-se que o processo de dessor¢do, com todo o metal voltado
para a solucdo, ocorreu apds 30 horas de contato, sendo que no biofilme da
argila expandida este processo se iniciou com 22 h de contato. Pode-se extrair
das figuras 11, 12 e 13 que o biofiltro se mostrou eficiente apenas durante 30
horas, sendo que, deve ser feita, até este tempo, a retirada do efluente para
posterior retiso e, apos este tempo, pode-se fazer a recuperacdo do metal cobre.
Isso mostra que o uso de biofiltros muito grandes ndo deve ser sugerido, uma
vez que sera trabalhoso retirar e recuperar o cobre apds este tempo.

Say, Denizli e Arica (2001) ao avaliarem a biossor¢ao de cadmio,
chumbo e cobre pelo fungo Phanerochaete chrysosporium verificaram que os
tempos de biossor¢ao foram obtidos pelo decréscimo da concentragdo dos metais
na solugdo, sendo que mais de 60% de todos os metais foram adsorvidos no
tempo inicial de 2h e o nivel de saturagdo foi gradualmente atingido até 6h para
todos os metais estudados.

Souza et al. (2004), ao tratar a agua residuaria de uma inddstria de
nitrocelulose, usando Aspergillus 2BNL1, em um biorreator de air-lift, cujo
tratamento durou 120h, verificaram que a descolorizagdo foi mais rapida nas
primeiras 24 h, estabilizando apds 48 h, quando a maxima velocidade de
descoloracgdo foi atingida.

Kapoor, Viraraghavan e Cullimore (1999), ao estudarem a remog¢do dos
metais chumbo, cadmio, cobre e niquel pelo fungo Aspergillus Niger,
observaram que pouca ou nenhuma biossor¢do ocorreu para os metais chumbo,
cadmio e cobre em 8 h em pH 3,0, observaram ainda que o equilibrio de
biossor¢do de chumbo e cadmio ocorreu em 5 h com pH 4,0 e 5,0, para o cobre
ocorreu em 6 h com pH de 4,0 e 5,0 e para o niquel, o equilibrio de biossorgao
ocorreu em 8 h para os valores de pH de 5,0, 6,0 ¢ 7,0. Observaram ainda que a

primeira fase da biossor¢ao, quando o processo € mais rapido, durou de 30 a 45
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minutos, enquanto a segunda fase, em que o processo ¢ mais lento e ocorre a

biossor¢ao total do metal, foi até 2 h.

3.4 Analises de microscopia

As eletromicrografias de microscopia eletronica de varredura indicaram
que o fungo, apds mais de 30 dias dentro dos biofiltros, apenas com o nutriente
da inoculagdo e sem receber nutriente suplementar, ainda mantinha a estrutura
das hifas e dos esporos.

Na Figura 14, estdo apresentadas as eletromicrografias de varredura do
sulfato de cobre, sendo que as figuras A e B representam os cristais de sulfato de
cobre e as figuras C e D representam o sulfato de cobre em solugdo. Percebe-se
que, apos ser imerso em liquido, os cristais se dissolvem, ndo sendo possivel,
portanto, visualizar os cristais de cobre sobre as hifas e os esporos do fungo.

O desenvolvimento do fungo Cladosporium cladosporioides, antes de
ser colocado nos biofiltros em contato com a solucéo de sulfato de cobre 20 mg
L' é mostrado na Figura 15. Se comparado com o fungo desenvolvido nos MS
argila expandida (Figura 16), escoria de alto forno (Figura 17) e tubo corrugado
amarelo 5/8” (Figura 18), ap6s imersdo na solugdo de 20 mg L'de sulfato de
cobre, ndo se pode observar diferengas nas suas estruturas, o que implica em

dizer que seu desenvolvimento ndo foi afetado pela solugdo.
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Figura 14 Eletromicrografia de varredura do reagente sulfato de cobre (A e B) e do
reagente sulfato de cobre diluido na concentragio de 20 mg L. A ¢ B
representam os cristais de sulfato de cobre (setas indicam os cristais de cobre)
e C e D representam o sulfato de cobre em solucdo (setas indicam o cobre em
solucao)
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Figura 15 Eletromicrografia de varredura do fungo Cladosporium cladosporioides antes
de ser mergulhado em solucdo de sulfato de cobre. Setas para a direita
indicam esporos e setas para a esquerda indicam hifas



134

Figura 16 Eletromicrografia de varredura do fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado no meio suporte argila expandida depois do contato com a
solugio de sulfato de cobre por 60 dias na concentragdo de 20 mg L. Setas

indicam esporos
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Figura 17 Eletromicrografia de varredura do fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado no meio suporte escoria de alto forno depois do contato com a
solugdo de sulfato de cobre na concentragio de 20 mg L™ por 60 dias. Setas
para a direita indicam esporos, setas para a esquerda indicam hifas e setas
para baixo indicam o meio suporte
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Figura 18 Eletromicrografia de varredura do fungo Cladosporium cladosporioides
inoculado no meio suporte tubo corrugado amarelo 5/8” depois do contato
com a solugdo de sulfato de cobre na concentragdo de 20 mg L™ por 48 dias.
Setas para a direita indicam esporos, setas para a esquerda indicam hifas

3.5 Avaliacdo microbioldgica

Os microrganismos isolados das amostras coletadas, desenvolvidos em
meio solidificado BDA ¢ CYA apresentaram-se em sua totalidade por fungos,
mesmo nas placas em que foi adicionado antibidtico ao meio. Nas placas,
cresceram fungos dos géneros Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma e
Penicillium, houve também o crescimento de fungos leveduriformes. Dentro dos
biofiltros ndo foi verificado o crescimento desses fungos, estima-se que possam
ser provenientes dos biofiltros, porém pela grande concentragio de

Cladosporium cladosporioides, tornando-o dominante nos biofiltros, o
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desenvolvimento dos demais fungos tenha sido restringido, sé se tornando

vidveis apoOs o isolamento e o contato com o meio nutriente necessario.

4 CONCLUSOES

A biossor¢do de cobre pelo fungo Cladosporium cladosporioides
cultivado nos meios suportes argila expandida, escoria de alto forno e tubo
corrugado amarelo 5/8”, dentro dos biofiltros desenvolvidos, se mostrou
eficiente durante um periodo de 30 horas, sendo que, apos esse tempo, ¢é
necessario que se faga o esvaziamento e se proceda a recuperagao do metal.

O meio suporte escoria de alto forno apresentou melhor aderéncia do
biofilme, além de permitir plena colonizacdo do fungo. Foi também o meio
suporte que apresentou melhores resultados para a adsor¢do de cobre, com

biossor¢do maxima de 68,7%.
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