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RESUMO

Nascimento, Jéssica Mesquita do. Estudo da remocéo do ion cobre por meio de biossorcéo
usando biomassa de levedura (Saccharomyces cerevisiae). Orientadoras: Selma Gomes
Ferreira Leite e Andrea Camardella de Lima Rizzo. Rio de Janeiro: EQ/UFRJ, 2015.

Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos).

O crescimento populacional e industrial acarretou uma maior contaminacdo dos ecossistemas
por metais potencialmente toxicos. As técnicas convencionais de descontaminacdo
(precipitacdo, troca ibnica e métodos eletroquimicos) sdo onerosas e na maioria das vezes
possuem pouca eficiéncia de descontaminacdo para teores baixos de poluentes. Uma
alternativa para o processo de tratamento de efluentes contendo ions metalicos é a biossor¢édo
que pode ser realizada por diversos biossorventes como a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Neste trabalho foi realizada a selecdo de linhagens de biomassa de leveduras do género
Saccharomyces, entre as quais de Saccharomyces cerevisiae, com intuito de selecionar a de
melhor capacidade biossortiva de Cu (I1). As linhagens utilizadas foram duas Saccharomyces
cerevisiae provenientes da Euroscarf - Frankfurt, Alemanha, sendo uma selvagem BY4741
(MATa; his3; leu2; metl5; ura3) e a outra mutante lap4D isogénico, abrigando o LAP4 gene
interrompido pelo gene KanMX4 e outra linhagem de Saccharomyces cerevisiae comercial
na forma reidratada e cultivada proveniente da Perlage® BB. Os ensaios de biossorcdo
evidenciaram que a biomassa comercial de Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB apresentou
a melhor capacidade (4,73 mg g™) e eficiéncia de biossorcdo (76%) nas concentracdes de
cobre estudadas (10 a 100 mg L™). O estudo do Ponto de Carga Zero evidenciou que o ponto
isoelétrico da biomassa foi atingido em pH 4.4 enfatizando que abaixo deste pH ocorrera
predominantemente biossor¢do de cargas negativas e acima cargas positivas, possivelmente
justificando a maior captacdo de cobre no pH 5,0. O Estudo de Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier evidenciou que houve modificacdo nos grupos
funcionais da biomassa ap6s o contato com ions Cu (Il). As analises da superficie da
biomassa por MEV-EDS, AFM e EDX comprovaram a presenca de cobre na biomassa de

levedura.

Palavras-chave: Biossorcdo. Cobre. Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

Nascimento, Jéssica Mesquita do. Study ion removal of copper by biosorption using yeast
biomass (Saccharomyces cerevisiae). Orientadoras: Selma Gomes Ferreira Leite e Andrea
Camardella de Lima Rizzo. Rio de Janeiro: EQ/UFRJ, 2015. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos).

Population and industrial growth leads to greater contamination of ecosystems by potentially
toxic metals. The conventional decontamination techniques (precipitation, ion exchange and
electrochemical methods) are expensive and in most cases have little decontamination
efficiency for low levels of pollutants. An alternative to the treatment process of effluents
containing metallic ions which is biosorption may be performed by various biosorbents such
as Saccharomyces cerevisiae. This work was carried out to check the yeasts Saccharomyces
strains of biomass, including of Saccharomyces cerevisiae, aiming to select the best
biosorption capacity of Cu (Il). The strains used were two Saccharomyces cerevisiae from
Euroscarf - Frankfurt, Germany, with a wild BY4741 (MATa; his3, leu2, metl5, ura3) and the
other mutant isogenic lap4D, housing LAP4 gene interrupted by the KanMX4 gene and
another strain of Saccharomyces cerevisiae commercial Perlage® BB in rehydrated and
grown from the form. The biosorption assays showed that the commercial biomass
Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB showed the best capacity (4.73 mg g*) and
biosorption efficiency (76%) in the studied concentrations of copper (10 to 100 mg L™) . The
Zero Load Point of the study showed that the isoelectric point of the biomass was reached at
pH 4.4 emphasizing that below this pH will occur predominantly biosorption negative charges
and positive charges, above possibly justifying largest copper uptake at pH 5.0. The
Spectroscopy Study of Infrared Fourier Transform showed that there was change in functional
groups in biomass after contact with Cu (I1). The analysis of the surface of the biomass by

SEM-EDS, AFM and EDX confirmed the presence of copper in the yeast biomass.

Keywords: Biosorption. Copper. Saccharomyces cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento industrial e populacional, a quantidade de residuos
gerados cresceu consideravelmente, acarretando com isso uma maior contaminagao dos solos
e recursos hidricos. Diante disso, a purificacdo da &gua tornou-se uma necessidade, pois
diversos contaminantes podem ser carreados pela agua como bactérias, virus, compostos
organicos e ions metalicos (YU, et al. 2013). Esses contaminantes sdo detectados nos residuos
de diferentes unidades industriais e domesticas, requerendo muitas vezes sistemas de
tratamentos especificos (SONG, KONG & JANG, 2011).

Os metais sdo considerados dentre as espécies quimicas, as que mais apresentam
riscos ao ambiente e ao organismo humano, pois alguns sdo extremamente toxicos a baixas
concentracdes, além de poderem ser bioacumulados (SILVA, 2013).

As técnicas de tratamento convencionais de aguas residuais como os métodos
fisico-quimicos (floculacdo, precipitacdo e troca ibnica, por exemplo) muitas vezes sao
onerosas e requerem um periodo para a sua efetivacdo (JAIN, et al. 2015). Uma alternativa de
baixo custo, econdmica e de boa eficiéncia consiste na utilizagdo da adsorgdo que pode ser
realizada por biomassas de origem animal, vegetal ou microbiana (YU, et al. 2013).

O principal adsorvente utilizado para a remocao de varios compostos organicos e
ions metalicos é o carvdo ativo. Porém, o alto custo deste material € um sério problema
(GUPTA, et al. 2003). Entretanto, a procura de novos materiais de fonte renovavel, baixo
custo, facil manuseio e com menor impacto ambiental vem sendo incentivada para este
objetivo (HORSFALL, et al. 2006; AGARWAL, et al. 2006).

A biossorcdo pode ser definida como um processo de adsorcdo relacionado a
ligacdo passiva de ions metalicos e organicos por biomassa viva ou morta. Diversas
biomassas estdo sendo estudadas como biossorventes de espécies metalicas (KUMAR, et al.
2013). Isto se deve ao fato da maioria desses biossorventes empregados serem ricos em
ligantes organicos e/ou grupos funcionais. Na literatura existem diversas biomassas apontadas
como biossorventes promissores como a casca de banana, casca de pequi, serragem de
madeira, macrofitas aquaticas, microalgas, bactérias e leveduras como a Saccharomyces
cerevisiae (NASCIMENTO, et al. 2014).

A biossorcdo possui inimeras vantagens no seu emprego de retencdo de espécies

metalicas em aguas residuais, sendo que a sua principal vantagem esta relacionada a féacil
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regeneracdo do biossorvente que, portanto aumenta a economia do processo tornando possivel
a sua reutilizacdo em ciclos de sor¢do multipla (SELATNIA, et al. 2004).

O processo biossortivo depende de alguns parametros como, por exemplo, o pH, o
tipo de ion metalico, a concentracdo ibnica, a concentracdo do biossorvente, o volume de
solugéo, a temperatura e o tempo de contato (PALLU, 2006).

A biossor¢do de metais potencialmente toxicos por microrganismos ocorre pela
retencdo do ion ocasionada por meio de ligacdes de superficie. Varios ligantes quimicos que
estdo presentes na superficie da biomassa estdo relacionados com o processo de retencdo de
metais como acetamidas, polissacarideos, carboxilas, hidroxilas, fosfatos, amidos e sulfidrilas.
Diversos estudos estdo sendo realizados com a utilizacdo de biomassa de microrganismos na
retencdo de espécies metalicas utilizando leveduras, microalgas e bactérias (AHMAD,
ANSARI & AQIL, 2006).

O ion metéalico cobre (I1) pertence a classe de oligoelementos ou micronutrientes
ja que, este ion é necessario em pequenas quantidades por plantas e animais (PINO, 2005). E
um metal que tem como caracteristica ser ductil, maleavel e possuir coloracdo avermelhada e
pode ser extraido por processos hidrometalirgicos e pirometaltrgicos (RODRIGUES, SILVA
& GUERRA, 2012).

O cobre possui muita utilidade e seu uso é datado desde os tempos antigos na
obtencdo de ligas metélicas. “Para os seres vivos, 0 ion cobre (II) é um elemento traco
essencial. Depois do ferro e do zinco, ele é o metal traco mais abundante em humanos que
necessitam de uma ingestdo diaria de 2 a 5 mg de cobre por dia (RODRIGUES, SILVA &
GUERRA, 2012)”. Segundo a Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude que regulamenta a
potabilidade da 4gua, o limite de fons Cu (II) é de apenas 2 mg L™ em &gua potavel para
consumo humano.

Com base nessas informac@es o presente trabalho visa avaliar a captacdo de cobre

utilizando-se leveduras da linhagem Saccharomyces como biossorvente de ions Cu (l1).
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

= Avaliar o potencial do uso da biomassa de levedura Saccharomyces cerevisiae na
biossorgéo de Cu (II).

1.1.2 Objetivos especificos

Investigar a captagdo de cobre preliminarmente por algumas linhagens de leveduras do

género Saccharomyces.

= Avaliar as principais variaveis que podem influenciar o processo de biossor¢do de ions Cu
(I1) por biomassa comercial de Saccharomyces cerevisiae.

= Caracterizar a biomassa comercial quanto a quantificacdo de grupos &cidos e basicos e o

Ponto de Carga Zero.

= Analisar a composicdo elementar da biomassa antes e depois da biossorcao de ions Cu (11).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metais e a contaminagdo ambiental

O crescimento industrial e populacional de forma desordenada ocasionou
inimeros impactos negativos ao meio ambiente, como a poluigdo dos recursos hidricos por
metais potencialmente toxicos. O ion Cu (Il) € um exemplo de ion toxico que pode ser
encontrado em efluentes industriais, pois em determinadas concentracbes compromete
drasticamente a qualidade do solo e da agua.

Na Tabela 1 estdo representados os padrGes e valores orientadores da
concentracdo permitida de ions Cu (Il) em diversos ambientes como efluentes, solo e agua,

sendo a maioria fixada por resoluces do Conselho Nacional de Meio Ambiente - CONAMA.

Tabela 1. Padr6es e valores orientadores de cobre, (CETESB, 2012).

MEIO CONCENTRAGAO COMENTARIO REFERENCIA
Efluente® 1,0mg L™ VM (Padrao de CONAMA 430/2011
langamento)
60 mg kg * Valor de prevgngao
200 mg kg * VI Cenério agricola —
Solo 400 ma ka' * APMax CONAMA 420/2009
600 mg kg-1 « VI cenario residencial
gxg VI cenario industrial
Agua 1 N - PORTARIA
potével 2mg L Padréo de potabilidade 9914/2011
2000 pg L™ VMP (consumo humano)
Agua 500 pg L™ VMP (dessedentacdo)
subterranea 200 pg L™ VMP (irrigacdo) CONAMA 396/2008
1000 pg L™ VMP (recreacdo)
) 0,009 mg L™ VM (classes 1 e 2)
Agua doce 0,013 mg L VM (classe 3) CONAMA 357/2005
; . 0,005 mg L™ VM (classe 1)
A I NAMA 357/2
gua salina 78 g L™ VM (classe 2) CcO 357/2005
Agua 0,005 mg L™ VM (classe 1)
salobra 7,8 ug L™ VM (classe 2) CONAMA 357/2005

‘cobre dissolvido; *peso seco; APMax (Area de Protecio Maxima); VI (Valor de Investigacdo); VMP (Valor
Maximo Permitido); VM (Valor Maximo).

Os efluentes industriais também podem conter nanoparticulas metélicas, pois se
torna crescente no meio industrial o emprego de nanoparticulas em diversos segmentos da
industria (PASCHOALINO, et al. 2010).



22

2.2 Cobre

Os organismos vivos sdo compostos por biomoléculas organicas como proteinas e
lipideos, além de possuirem elementos inorganicos que possuem como funcdo estarem
presentes na estrutura de tecidos, biomoléculas e cofatores, além de participarem como
cofatores enziméticos (TORTORA, et al. 2010).

O cobre do latim cupprum, consiste um elemento quimico que na Tabela Periddica
estd representado pelo simbolo Cu possuindo nimero atémico 29 e massa atdmica 63,6. O
metal cobre na temperatura ambiente encontra-se no estado solido. Este metal atua em
diversos processos no organismo, como a metabolizacdo de ferro por enzimas que séo cobre-
dependentes (SUN, et al. 2015).

Com o crescente aumento populacional, a capacidade de consumo e exploragéo de
recursos naturais também cresceu acarretando com isso, inUmeras consequéncias negativas
para o0 ecossistema. Assim como a mineragdo de cobre que € muito explorada em virtude da
sua vasta aplicacdo industrial (SANTOS JUNIOR, 2005).

As principais caracteristicas do cobre que o tornam um dos metais mais explorado
é o fato de ser um bom condutor, cujo emprego pode ser a fabricacdo de cabos e fios,
eletroimas, materiais elétricos, interruptores, tubos de vacuo, cunhagem de moedas, esculturas
e etc. Diante da grande aplicabilidade, este metal possui um alto valor de mercado, tornando
fundamentais estudos para sua exploracéo e recuperacdo (MOCO, 2013).

O uso de nanoparticulas de cobre na industria estd sendo bastante difundida.
Exemplos de compostos que contém nanoparticulas de cobre sdo as nanoparticulas de éxido
de cobre (NPCuO) que tem uso crescente na industria tecnolégica. Como exemplo de
aplicacdes de NPCuO podem ser citadas, as células solares para a producdo de hidrogénio,
0s semicondutores, as tintas antiincrustrante de barcos e etc. (LALAU, 2014).

Com o uso crescente de nanoparticulas de cobre na indistria, tornam-se essenciais
estudos que visem a captacdo e a recuperacdo destas particulas. Sendo que estas
nanoparticulas toxicas podem estar presentes em efluentes industriais que se lancados no
ambiente contaminam solo e lengois freaticos (PASCHOALINO, et al. 2010). Diante disso
técnicas de tratamento de efluentes que contenham excesso de metais tornam-se

fundamentais.
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2.3 Técnicas de tratamento de sistemas contendo metais

Efluentes oriundos de industrias que contenham metais potencialmente toxicos
podem ser tratados de acordo com a utilizacdo de diversas técnicas de descontaminacdo. Os
métodos classicos de tratamento de efluentes sdo baseados em processos fisico-quimicos
(PINO, 2005).

2.3.1 Precipitacao

A técnica de precipitacdo fundamenta-se na precipitacdo dos ions em solucgao por
meio de alteragcdes do pH, mediante algum produto quimico. Nesta metodologia as espécies
metalicas sedimentam e sdo retiradas como lamas residuais. Esta técnica tem como vantagem
a sua simplicidade e baixo custo, porém o processo de separacdo € dificil e ndo é muito efeti-
va na descontaminagdo (CASARIN, 2014).

2.3.2 Troca ionica

O processo de troca idnica € baseado no uso de resinas sintéticas que efetuem tro-
ca ibnica. Estas resinas tém como funcdo sequestrar os ions presentes em solucdo mediante
reacdo quimica, sendo posteriormente acumulados. Devido a acumulacdo metalica, as resinas
de troca idnica necessitam periodicamente serem regeneradas por meio de reagentes quimicos
como acidos e bases que irdo promover o efeito reverso. Esta metodologia tem como vanta-
gem ser efetiva e promover a recuperacdo do metal, porém as resinas empregadas possuem
custo elevado (PALLU, 2006).

2.3.3 Processo eletroquimico

O método que emprega eletroquimica é baseado na desestabilizacdo dos ions pre-
sentes em meio aquoso através de uma corrente elétrica. A corrente elétrica faz com que os
ions figuem em um estado estavel, com posterior precipitagdo, sendo removidos do meio apés
a etapa de precipitacéo por eletroflotacdo. Apresenta como vantagem a recuperacdo do metal,
porém possui custo elevado (MONTANHER, 2009).
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2.4 Biossorcao de metais

Uma tecnologia que tem se mostrado promissora no tratamento de sistemas con-
tendo metais potencialmente toxicos, como por exemplo, o ion Cu (Il) consiste na biossor¢éo,
que pode ser realizada através de inimeras biomassas.

A biossorcdo é o processo de adsorcdo que se refere a ligacdo passiva de ions
metalicos em biomassa viva ou morta. Biomassa é toda matéria organica de origem vegetal,
animal ou microbiana incluindo os materiais procedentes de suas transformacgdes naturais ou
artificiais, podendo ser classificada em biomassa natural: produzida na natureza, sem
intervencdo humana; biomassa produzida: cultivada, com o propdsito de obter um material
para transforma-lo em um produto comercializavel;, biomassa residual: gerada como
subproduto de atividades antropogénicas, como processos de agroindustrias, por exemplo. Os
materiais que promovem a biossor¢do sdo chamados de biossorvente dentre eles a casca do
coco verde (SOUSA, et al. 2007) , a casca de banana (BONILO & YAMURA, 2005). Os
microrganismos representam alternativas aos tratamentos de efluentes.

O estudo de biomassa para retencdo de metais potencialmente tdxicos teve seu
inicio aproximadamente na década de 80. Varias pesquisas confirmaram a habilidade deste
material para remocdo de diferentes espécies metalicas e de componentes organicos (AKSU,
2005) do meio aquoso, de modo que, logo em seguida veio 0 reconhecimento como
biossorvente (CHUBAR, et al. 2004; PAVAN, et al. 2008).

Um dos requisitos fundamentais dos estudos visando a utilizacdo de biomassa
como adsorvente é avaliar sua capacidade de regeneracdo para ciclos sucessivos de
sorcdo/dessorcdo. Os metais depositados na biomassa sdo lavados (dessorvidos) e o
biossorvente regenerado para aplicacdo em um novo ciclo. Este processo deve ter como
premissas basicas ndo diminuir a capacidade de biossorcdo e nem causar danos fisico-
quimicos ao biossorvente (MONTANHER, 2009).

A literatura ja registra dados de captacdo com biomassa vegetal, (Tabela 2).
Mimura, et al. (2010) utilizou como adsorvente de ions Cu (1), Al (1), Ni (1I) e Zn (1) a
casca de arroz.

Nascimento, et al. (2014) utilizou casca de pequi in natura e modificada com
acido citrico para adsorcao de ions Cd (11) e Pb (II). Os seus resultados apontaram que o ion
mais bem sorvido foi o Cd (Il) e que a modificacdo da biomassa por tratamento quimico ndo

interferiu no processo de adsor¢éo do ion Cd (l11).



25

Boas, et al. (2012) avaliaram a adsorcdo do endocarpo e mesocarpo da macadamia
in natura e modificada para adsorcdo de ions Cu (II). Na biomassa de mesocarpo de
macadamia modificada por hidroxido de sodio os autores encontraram capacidade de
adsorcdo superior em relacdo a biomassa in natura e aos outros tipos de modificacdes

estudados.

Tabela 2. Adsorventes utilizados na biossor¢do de metais.

Conc. do Conc. do £
Adsorvente fon adsorvente metal (mg g 1 0 Referéncia
-1 -1 (mgg™) (%)
(gL") L")
Casca de Cu (ID; AL (1ID; Mimura, et
arroz Ni (1) e Zn (1) ° 10 197 o al. 2010
Casca de Nascimento
pequi Cd (1) e Pb (I1) - 10 0,0012 99 et al. 2014
Casca da
semente de Cd (I1); Pb (11) Casarin,
castanha do e Cr (I11) 12 40 712 98 2014
Brasil
Mesocarpo Boas, et al.
de macadamia Cu i) ) 100 4,70 824 2012
Faia Cu(I)Ni(l)e Bozic, et al.
serragem Zn (1) 20 200 43 2013
As (V); Cd (ID);
Cascado — Cr(ll); Cr (V1) 5 147 29 988 Pino, 2005
coco verde Ni (11).
e Zn (1)
Nymphaea Elangovan,
T Cr (1) 10 25 68,2 et al. 2008
Moringa .
oleifera As (111) e As 10 o5 4 85.6 Kumari, et
V) al. 2006
Lamarck

O uso de biomassa microbiana também tem sido investigado como potencial para

a remocdo de metais toxicos. Na literatura existem registros de captacdo de metais por
Pycnoporus sanguineus, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula mucilaginosa, Aspergilus

niger e outras biomassas microbianas (COLLA, et al. 2014).
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2.5 Microrganismos biossorventes

A biorremediacdo é um processo biologico de limpeza da poluicdo orgénica e
inorganica promovida de forma mais importante por bactérias e fungos (GLASAUER, et al.
2013). Os usos de microrganismos vivos podem aprimorar a peculiaridade em virtude da
absorcdo metabolica de metais, além de outras vantagens como o potencial desenvolvimento
de microrganismos resistentes a altas concentracées metalicas (CHOJNARA, 2010).

Os microrganismos sdo capazes de se adaptarem e se desenvolverem em inUmeras
condigOes extremas como altas concentragdes de metais no meio extracelular. A principal
habilidade desenvolvida por microrganismos que crescem em ambientes com altas
concentracdes de ions metalicos consiste na biossor¢dao que possui aplicabilidade no processo
de biorremediacdo (GLASAUER, et al. 2013).

Os microrganismos apresentam componentes da parede celular que oferecem
Otimas propriedades de ligacdo a metais. A evolugdo das biomassas microbianas garantiram
inimeras medidas como resposta ao estresse de metais potencialmente toxicos por meio de
processos como o0 transporte mediante a membrana celular, biossorcdo pelas paredes
celulares, aprisionamento em cépsulas extracelulares, bem como a precipitacdo e
transformacéo de metais (MUNOZ, et al. 2012).

A biossorcdo € um mecanismo presente em organismos vivos, mortos e de seus
componentes, e tem sido relatado como uma propicia biotecnologia de remocéo de poluentes.
Os microrganismos sdo capazes de decomporem uma ampla gama de substancias organicas
além de afetarem a mobilidade e especiacdo de metais. Pelo fato de todo material bioldgico
possuir afinidade por metais e outros poluentes, a quantidade de biomassas com propriedades
biossorventes é enorme (GADD, 2009).

A biossorcdo por fungos € uma opcdo para o tratamento de efluentes carregados
com ions metélicos potencialmente téxicos. Estes microrganismos podem acumular metais
metabdlicos e ndo metabolicos por precipitacdo ou pela ligacdo dos componentes presentes na
parede celular ou na membrana celular, como carboxila, hidroxila, fosfatos e outros ligantes
com carga negativa. Materiais intracelulares que podem ser liberados depois de tratamentos
fisico ou quimico, também podem ligar ions metalicos (CHOJNACKA, 2010).

A biomassa fangica tem recebido consideravel atencdo devido a sua grande
capacidade de fixacdo de metais, podendo ser usada em processo de tratamento de rejeito

liquido como resinas de troca ibnica (AHMAD, et al. 2006).
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Muitos fungos contém quitina como parte integrante da estrutura da parede
celular. A ligacdo de ions metélicos potencialmente toxicos por quitosana ou por quitina é uma
consequéncia direta da base forte dos grupos de amina primaria. Estudos realizados com
muitas espécies de fungos indicam organismos como o Neurospora crassa (KIRAN &
TUNALI, 2005) e Mucor rouxii com capacidade de remocdo para ions chumbo (YAN &
VIRARAGHAVAN, 2003), que também ja foram utilizadas como biomassa em processos de
biossorcao.

Souza, et al. (2008), em estudo comparativo concluiram que, a biomassa de
Saprolegnia subterranea SPC 1244 superou as demais quanto a biossorcao de cobre (q = 7,48
mg g™; R% = 49,03), a biomassa de Pythium torulosum SPC 1425 foi a melhor em relacéo a
biossorcdo de manganés (q = 4,13 mg g; R% = 26,71), enquanto que a biomassa de S.
subterranea SPC 1431 foi superior em relacdo & biossorcdo de cadmio (q = 6,75 mg g™; R% =
42,26). Este é o primeiro relato sobre a biossor¢do de cobre, manganés e cadmio por
biomassas destes fungos zoosporios, indicando a potencialidade de removerem ions de
solucdes diluidas.

Entre os fungos, as leveduras sdo as mais exploradas cientificamente, devido ao
fato de serem organismos eucarioticos mais facilmente manipulados e, assim, servirem de
excelente modelo para o estudo (FERREIRA, et al. 2007).

Azevedo, et al. (2014), realizaram ensaios de biossor¢do com uma levedura
industrial do género Saccharomyces carlsbergensis e cascas de camardo da espécie
Litopenaeus vannamei para a biossorcao de ions Cu (I1).

Cabuk, et al. (2007) avaliaram a biomassa de Saccharomyces cerevisiae
imobilizada em cone de Pinus nigra para a biossorcao de ions Pb (Il) encontrando a maior
capacidade de biossorcdo de 30,04 mg g™ para a concentracio de biomassa de 2 g L™.

Nascimento e Oliveira, (2014) nos seus estudos de biossor¢édo de ions Cd (I1) e Pb
(I1) em biomassas de casca de pequi (Caryocar brasiliense Camb), serragem de madeira Teca
(Tectona grandis) e o fungo Orelha de Pau (Pycnoporus sanguineus) encontraram para o ion
Cd (I1) eficiéncia de biossor¢édo de 99,9 %.

Buratto, Costa e Ferreira (2012) estudaram biomassa de Pleurotus ostreatus na
biossor¢do de Cu (1) e encontraram eficiéncia méaxima de 86% e capacidade maxima de
adsorcéo segundo modelo de isoterma de Langmuir de 380,30 mg g™

Yahaya, Don e Bhatia (2009) avaliaram biomassa do fungo orelha de pau

(Pycnoporus sanguineus) imobilizado em alginato de célcio e evidenciaram nos seus ensaios
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que a capacidade de biossorcdo encontrada foi de 2,76 mg g™ na concentracdo de 300 mg L™
de ions Cu (I1).

Pallu (2006) estudou linhagens do fungo Aspergillus sp na biossorcéo de ions Cd
(I1). Os seus resultados apontaram que no tempo de contato de 4 horas a biomassa fingica
morta sorveu 31,70% de ions Cd (Il) enquanto que a biomassa viva nas mesmas condi¢des
sorveu 27,25%.

Colla, Hemkemeier e Gil, (2012) avaliaram a biossorcéo de Cd (11) e producao de
biossurfactantes pelos fungos filamentos Aspergillus sp e Trichoderma sp em fermentacéo
submersa. Os dados revelaram que o fungo Aspergillus sp possuiu a maior retencdo de Cd (1)
- 100% em concentracdes de 10 mg L™ e 20 mg L™

Na Tabela 3 estdo resumidos alguns relatos de captacao de espécies metalicas por
diferentes fungos. Os dados demonstram que as espécies metalicas mais estudadas foram os
ions Cd (I1) e Cu (I1).

Tabela 3. Relatos da captacéo de espécies metélicas por diferentes fungos.

Conc.da Conc. do

Biomassa fon biomassa metal (mg o) ((5 ) Referéncia
gLy (mgLh ‘M9 1P
Saccharomyces Azevedo, et
carlsbergensis cu (i 4 4 06 : al, 2014
Saccharomyces
. - k I
cerevisiae imobilizada  Pb (Il) 2 100 30,04 30 Gabuk etal,
: 2007
em cone de P. nigra
EETTETE Nascimento
Sa?]’ uir‘]’eus) cd (1) 40 25 00016 99 e Oliveira
J 2014
Buratto, et
Pleurotus ostreatus Cu (1) 2 10 - 86 al. 2012
(Pycnoporus
sanguineus) _ Yahaya, et
imobilizado em cu (i 30 S00 2,76 al. 2009
alginato de calcio
. 27,2
Aspergillus sp Cd (1) 20 100 - 5 Pallu, 2006
: Selatnia, et
Streptomyces rimosus ~ Cd (1) 3 100 30 95 al. 2004
Aspergillus sp Colla, et al.
e Trichoderma sp Cd (1) 10.1 100 2012
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2.6 Saccharomyces cerevisiae como biossorvente

A levedura Saccharomyces cerevisiae € muito relatada na literatura em ensaios de
biossorcdo. Pelo fato de ser um dos residuos mais gerados em inddstrias de alimentos, esta
biomassa surge como um biossorvente de baixo custo (NGUYEN & JUANG, 2015). No
entanto, ndo é considerado bom biossorvente por muitos autores por ter capacidade de
biossorcdo mediana quando comparada a outras biomassas (DEL RIO, 2004).

Ferreira, et al. (2007) trabalharam com fermento comercial da levedura de
Saccharomyces cerevisiae proveniente da Fleischmann Royal®. Os seus resultados apontaram
que na menor concentracdo de biomassa trabalhada (0,01 g) foi atingida a capacidade de
biossorcéo de fons Pb (I1) de 160, 14 mg g™.

Fadel, et al. (2015) trabalharam com Saccharomyces cerevisiae na biossorcdo de
ions Mn (Il). Os seus resultados apontaram que em concentracGes elevadas de metal, a
eficiéncia de biossor¢do € maior do que em quantidades menores de biomassa presente em
solucéo.

Na Tabela 4 estdo resumidos alguns trabalhos que utilizaram biomassa da
levedura Saccharomyces cerevisiae na biossor¢ao de metais. Os dados da Tabela 4 evidenciam
que as melhores capacidades de biossorgdo foram encontradas para biomassa imobilizada em

suportes como a quitosana.
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Tabela 4. Utilizag8o da levedura Saccharomyces sp como biossorvente de metais.

Conc.de Conc. do

: . i E A .
Biomassa lon biomassa  metal (m g 0 () Referéncia
gL (mgLh M99
S. cerevisiae imobilizada Araujo, et
em quitosana Cu (i : %0 93 : al., 2014
S. cerevisiae — biomassa Del Rio,
morta cd 20 ) 42 ) 2004
.. Ferreira, et
S. cerevisiae Pb (1) 0,1 55 160,14 - al. 2007
S. cerevisiae imobilizada Pend. et al
em nanoparticulas Cu (I 1,5 400 140 50 Zgo’ 10 '
magnéticas de quitosana
S. cerevisiae em sistema de cu(n Amirnia, et
L . e Pb 1,5 180 29,9 20 ’
biorreator continuo ) al. 2015
. Fadel, et
S. cerevisiae Mn (I1) 2 5,6 3,4 al. 2015
S. Azevedo
. 1 4 4 ; - '
Carlsbergensis cu (i 0.6 et al, 2014
S. cerevisiae imobilizada Cabuk, et
em cone de P. nigra Pb (1) 2 100 30,04 30 al, 2007

2.7 Dinamica da avaliacdo de processos por biossorcao

Nos estudos sobre biossorcdo de metais potencialmente toxicos, 0S mesmos Sao
removidos de solugfes na forma catidnica, visto que a maioria dos metais existe numa solucéo
na forma catidnica. Entretanto, alguns metais podem existir em solucéo tanto como cation ou
anion, dependendo do estado de valéncia do metal (AKAR & TUNALLI, 2005).

A biossorcdo tem sido aplicada principalmente para tratar solugdes sintéticas
contendo um unico ion metélico. A reducdo de um metal pode ser influenciada pela presenca
de outros metais. Os residuos industriais aquosos contém varias espécies de compostos
poluentes, sistemas multicomponentes, por isso necessitam de estudos mais detalhados
(VIJAYARAGHAVAN & YUN, 2008).

A assimilacdo do metal na biossor¢do pode ser feita pelos seguintes mecanismos
quimicos naturais: (1) complexacdo (coordenacdo ou quelacdo dos metais); (2) troca idnica;

(3) adsorcdo; (4) microprecipitacdo inorgénica. Qualquer um desses processos ou uma
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combinacgdo desses processos podem funcionar em varios graus de imobilizacdo de uma ou
mais espécies metalicas no biossorvente (CHOJNACKA, 2010).

O processo de biossorc¢do inclui uma fase solida (biossorvente) e uma fase liquida
(solvente, normalmente agua) que apresenta uma espécie dissolvida que é o adsorvato (por ex.
fons metalicos). A afinidade eletrostatica existente entre o biossorvente e as espécies
metélicas que compdem o adsorvato, atraem o solido pelos mecanismos acima citados
(WANG & CHEN, 2006).

Este processo é constante, até a ocorréncia da fase de equilibrio entre a
concentracdo do adsorvato dissolvido em solugdo e a concentracdo do adsorvato presente
sobre o biossorvente (concentracdo de equilibrio, C¢) promovida pela saturacdo do adsorvato
sobre 0 biossorvente. A associacdo entre 0 biossorvente e o adsorvato define a distribuicédo
entre a fase sdlida e a liquida do metal. A qualidade do biossorvente utilizado é classificada
pela capacidade de atracdo e reten¢édo do adsorvato (AKAR & TUNALLI, 2005).

A quantificacdo da capacidade de biossorcdo (q) do metal pelo biossorvente esta
relacionada ao balanco do material do sistema, ou seja, todo o adsorvato removido da solucéo
deve estar presente no biossorvente. A capacidade de adsorcdo pode ser expressa em diversas
unidades, dependendo do sistema, por exemplo, miligramas do metal sorvido por grama do
material (seco) do biossorvente (quando se baseia em calculos de balanco de massa), ou mmol
g™ ou meq g™ quando se considera a cinética ou estequiometria da reacdo (WANG & CHEN,
2006).

O beneficio do processo de descontaminacgdo por biossorcéo, para o tratamento de
residuos liquidos sobre os métodos convencionais estd relacionado a fécil regeneracdo do
biossorvente que proporciona economia ao processo tornando possivel a sua reutilizacdo em
ciclos de sor¢do maltipla (NASCIMENTO, et al, 2014).

A otimizacdo do ciclo sorcdo/dessorcdo resulta em efluente livre de metal e
pequeno volume de alta concentracdo de metal em solugdes dessorvidas, facilitando uma
recuperacdo do metal por processos convencionais. Cabe ressaltar que, o biossorvente usado e
carregado com metais pode ser incinerado em temperaturas moderadas e depositado em
aterros reduzindo o volume de residuos liquidos (WANG & CHEN, 2006).

2.7.1 Isotermas de adsorcao

As isotermas de adsor¢do sdo curvas muito Uteis na indicacdo de como o

adsorvente efetivamente adsorvera o soluto. Observa-se a necessidade da construcdo de
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isotermas quando existe o objetivo de obter informagdes sobre a &rea especifica e a estrutura
porosa do adsorvente (TAGLIAFERRO, et al. 2011).

Define-se isoterma de adsor¢do quando a uma temperatura constante a quantidade
adsorvida aumenta com a concentracdo do adsorvato, onde a relacdo entre a quantidade
adsorvida e a concentracio é conhecida como isoterma (ARAUJO, 2011).

Na avaliagdo do processo de biossor¢do sdo utilizados diferentes modelos de

isotermas, que serao descritos a segulir.

2.7.1.1 Isoterma de Langmuir

A isoterma de Langmuir é um dos modelos mais utilizados em estudos de
adsorcdo onde se pressupdem que a superficie do adsorvente detém sitios energéticos sendo
estes idénticos e homogéneos entre si onde cada molécula do adsorvato ocupa um dnico sitio,
portanto admite-se a formacdo de uma monocamada de cobertura do adsorvato na superficie
do adsorvente (ARAUJO, 2011).

Como ponto positivo ao modelo de Langmuir estd o fato da possibilidade da
quantificacdo da capacidade méxima de adsorcéo de espécies em adsorventes e a avaliagdo da
constante relacionada com o equilibrio de adsorcdo. Porém, este modelo ndo fornece valores
sobre os mecanismos da reagdo (FERREIRA, et al. 2007).

Portanto, este modelo considera que as particulas adsorvidas ficam alojadas em
uma camada monomolecular onde todas as partes da superficie apresentam a mesma energia
de adsorcdo. Consequentemente este modelo considera que ndo ha interacdo adsorvato —
adsorvato e que as moléculas adsorvidas possuem localiza¢cdes definidas na superficie
(LAVARDA, 2010).

Nesse modelo é possivel serem obtidos 0s pardmetros Qmax, que representa a
capacidade maxima de captagdo do biossorvente e b, que representa a afinidade do
biossorvente pelo adsorvato.

Segundo Clark (2010) as caracteristicas fundamentais do modelo de Langmuir
podem ser expressas pela constante R; que esta relacionada ao fator de separagédo
adimensional ou parametro de equilibrio, onde este prevé se o sistema de adsor¢éo ¢ favoravel

ou desfavoravel. Os valores de R; podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5. Fator de Separacgdo (R,) e tipo de isoterma, Clark (2010).

RL Tipo de Isoterma
R.>1 Desfavoravel
R.=1 Linear

O<R_L<1 Favoravel
R.=0 Irreversivel

2.7.1.2 Isoterma de Freundlich

O modelo de Freundlich admite uma adsorcao reversivel e heterogénea sendo que,
ndo ha restricdo a uma monocamada de cobertura do adsorvente. Neste modelo existe uma
relacdo quantitativa onde a adsorgdo do soluto aumenta indefinidamente com o aumento da
concentracdo (FERREIRA, et al. 2007).

E um modelo utilizado para sistemas que possuem superficie heterogénea, e nio
prevé a saturacao da superficie onde a adsor¢do ocorre em multicamadas com interacao entre
as moléculas de adsorvato, onde os sitios energéticos possuem energias adsortivas diferentes
(ARAUJO, 2011).

Em relacdo as constantes existentes no modelo de Freundlich a constante Kg
indica a capacidade de adsorcdo e a constante n relaciona-se com a intensidade de adsorcéo.
Valores de n na faixa de 1 < n < 10 indicam adsorcdo favoravel (LAVARDA, 2010).

A analise da constante de Freundlich (Kg) esta relacionada com a capacidade de
adsorcdo, segundo Falone e Vieira (2004), e podem ser classificada em pequena, média,

grande e elevada, como pode ser visto na Tabela 6:

Tabela 6. Valores de K¢ relacionados a adsorcao, (Falone e Vieira, 2004).

Valor de Kg Adsorcao
0-24 Pequena
25-49 Média
50 - 149 Grande
150 - Elevada

2.7.1.3 Isoterma de Dubinin — Radushkevich D-R

Com o uso do modelo de D—R pode-se estimar a porosidade que caracteriza o
adsorvente e a energia livre de adsorcdo. Esta isoterma é de grande importancia, pois a

aplicacdo dos seus dados experimentais faz com que se distinga entre a adsorcéo fisica da



34

quimica. Sendo, portanto mais generalizada do que a de Langmuir. Este modelo ndo assume
uma superficie homogénea ou um potencial de adsor¢do constante (RUBIO, 2014).

A isoterma de D-R admite o processo como um efeito de preenchimento de poros,
onde relaciona a energia livre de adsorcdo a esse preenchimento, sendo mais do que uma
adsorcdo camada a camada, de forma que a isoterma de D-R varia para diferente sistema
adsorvente — adsorvato e diferentes concentragdes, ajustando-se apenas a concentragoes
baixas (STAFUSSA, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Vidraria

Foram utilizadas vidrarias comuns a um Laboratério de Quimica Analitica e de

Microbiologia.

3.1.2 Limpeza da vidraria

Toda vidraria e recipientes, para armazenamento de solucdes, que foram utilizados
durante o experimento foram lavados com detergente, solugdo limpeza de HNO3; a 20% e

agua destilada.

3.1.3 Equipamentos

Como equipamentos foram utilizados:

Espectrofotémetro de Absorcdo Atbmica com Chama, Varian Spectr AA 55B;
Estufa de secagem, Fisher scientific;

Balanca analitica digital, Bioscale;

pHmetro, Sensoglass;

Agitador de frascos de cultivo, Nova tecnica;

NN N N N RN

Espectrometro de Infravermelho, Nicolet Magna — IR 760;

v Microscopio Eletronico de Varredura acoplado com um Detector de Energia
Dispersiva de Raios-X, TM3030 plus da Hitachi;

v Microscopio de Forca Atdmica, JPK Nanowizard;

v’ Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X por Energia dispersiva, modelo 720 —

Shimadzu;
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3.1.4 Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico P.A., as solucdes padrdes de cobre
foram preparadas a partir do nitrato de cobre (1), Cu (NOs),. Para ajustar o pH foram
utilizadas solugdes de hidroxido de sddio e/ou acido cloridrico diluido. Solucdo tampéo na
faixa de pH 5 foi preparada a partir de fosfato de sodio dibasico e &cido citrico.

3.2 METODOS

Os procedimentos experimentais foram divididos em duas partes: em ensaios de

biossorgéo e os ensaios de caracterizagdo, como representados nos fluxogramas.

Testes preliminares

4

o b

Ensaios de biossorcio

L 2

Concentracio Tempo Concentracio

do biossorvente de contato do ion cobre VariagiodopH

4
[ Equilibrio de biossort;io]

4
[ Isotermas de adsorcio ]
¥

. Dubinin
[ Langmuir [ Frcwmiinch [Radushkevich

Fluxograma 1. Procedimentos realizados nos ensaios de biossorcéo.
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Ponto de Carga Zero

rDeterminm;ilo de grupos i

| Método de Boehm
¥
L} L}
Grupos Grupos
basicos acidos
i j

Espectrometria de Fluorescéncia de

EDX Raios X por Energia Dispersiva

Espectroscopia do Infravermelho por
Transformada de Fourier

¥ Microscopia Eletronica de Varredura
MEV-EDS acoplada com um Detector de Energia
Dispersiva de Raios X

AFM Microscopia de Forca Atomica

Fluxograma 2. Procedimentos realizados nos ensaios de caracterizagdo.

3.2.1 Linhagens utilizadas
Foram utilizadas trés linhagens distintas de levedura Saccharomyces cerevisiae:

= Uma comercial da Perlage® BB, utilizada na fabricacdo de vinho, escolhida por apresentar
possiblidade de producdo em mostos com alto teor alcodlico e criogénico, o que

possivelmente pode conferir resisténcia a condi¢Bes adversas, entre estas a metais.

= Qutra selvagem proveniente da Euroscarf - Frankfurt, Alemanha, a linhagem BY4741
(MATa; his3; leu2; metl5; ura3).

= Uma mutante da linhagem anterior, lap4D isogénico, abrigando o LAP4 gene interrompido
pelo gene KanMX4. A linhagem mutante foi escolhida por possuir uma alteragdo genética
que a conferia 3 vezes mais captacdo de ion Cd (II) do que a linhagem selvagem
(ADAMIS, et al. 2008).
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3.2.2 Selegéo de linhagens

Foram conduzidos testes preliminares para avaliacdo da biossorcao de ions Cu (1)

pelas trés linhagens nas seguintes condi¢es:

= A levedura comercial Saccharomyces cerevisiae oriunda da Perlage® BB foi reidratada na
proporcéo de 1 grama para cada 10 mL de adgua destilada na temperatura maxima de 38°C.

Decorrido o processo de reidratacdo a biomassa foi centrifugada a 5000 rpm por 15 min.

= A mesma levedura comercial S. cerevisiae Perlage® BB foi cultivada e crescida em caldo
Sabouraud, por 24 horas sob agitacdo a 150 rpm e a 30°'C. Ap6s crescimento a biomassa

foi centrifugada a 5000 rpm por 15 min.

= As duas linhagens (selvagem e mutante) procedentes da Alemanha foram também
cultivadas em caldo Sabouraud por 24 horas sob agitacdo a 30°C. Apds crescimento a

biomassa foi centrifugada a 5000 rpm por 15 min.

Neste experimento, 0,5 g L™ de cada biomassa permaneceu em contato com
solucéo de fons Cu (I1) na concentracdo de 10 mg L™, por 24 horas, na temperatura de 30°C
sob agitacdo de 200 rpm. Decorrido esse tempo as amostras foram centrifugadas e os
sobrenadantes foram condicionados em frascos de cor escura para quantificacdo do metal
residual. Estes experimentos foram conduzidos com duas repeti¢Ges cada.

3.2.3 Ensaios de biossorcdo conduzidos com a linhagem comercial de Saccharamonyces

cerevisiae Perlage® BB

Os ensaios de biossorcao foram realizados com objetivo de verificar qual variavel
influenciava mais o processo biossortivo de ions Cu (II). Em todos os ensaios foram
determinados a capacidade e eficiéncia de biossorgéo, que foram calculadas pelas Equagdes 1
e 2, (PORPINO, 2009):

(Cy—Ce)
m

q= =V 1)
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Onde:

Ci = concentracdo inicial da solucéo, (mg L™);
C. = concentracdo de equilibrio, (mg L™);

E = eficiéncia de biossorc¢éo, (%);

q = Capacidade de biossorcdo, (mg g™):

m = massa do biossorvente, (g);

V = \Wolume da solucao aquosa sintética com as espécies metalicas em estudo, (L);
3.2.3.1 Estudo da concentracao do biossorvente

O ensaio que avaliou a concentracdo do biossorvente foi realizado com as
concentracdes de 2, 8, 14 e 20 g L™ de biomassa comercial reidratada e adicionada a solugéo
metalica de cobre na concentracdo de 25 mg L™ em agitador a 200 rpm na temperatura de
30°C por 4 horas. Decorrido o processo as amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes

foram condicionados em frascos de cor escura para quantificacdo do metal residual.
3.2.3.2 Estudo do tempo de contato

O ensaio que avaliou o tempo de contato foi realizado com a massa de 2 g L™ da
levedura comercial reidratada e adicionada a 50 mL de solugdo metalica de cobre a 25 mg L™
sob agitacdo de 200 rpm na temperatura de 30°C por 1, 2, 3 e 4 horas de contato. Decorrido o

processo, 0s sobrenadantes foram encaminhados para quantificacdo do metal residual.
3.2.3.3 Estudo da concentracao de ions Cu (I1)

O ensaio que avaliou a concentracdo de ions cobre (1) foi realizado com a massa
de 2 g L™ da linhagem comercial reidratada e adicionada a solugdo metélica de cobre nas
concentracdes de 25, 50, 75 e 100 mg L™ a 200 rpm na temperatura de 30°C por 4 horas de

contato. Os sobrenadantes foram entdo encaminhados para determinag&o do metal residual.



40

3.2.3.4 Estudo da variacao do pH

O ensaio que avaliou o melhor pH para biossorcéao foi realizado com a massa de 2
gL dabiomassa reidratada a 25 mg L™ sob agitacdo a 200 rpm na temperatura de 30°C por
4 horas de contato, com os valores de pH variando de 3, 4, 5 e 6. Os sobrenadantes foram
entdo encaminhados para determinacdo do metal residual.

3.2.3.5 Estudo do equilibrio de biossor¢ao

O ensaio que avaliou qual seria o tempo de equilibrio de biossor¢do da biomassa
comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB em relagdo aos fons Cu (11) foi realizado na
concentracdo celular de 5 g L™ e presenca de 10 mg L™ da solucéo metalica, sob agitacdo de
200 rpm na temperatura de 30°C por 6 e 24 horas respectivamente. A biomassa foi tamponada
para faixa de pH 5.

3.2.4 Estudo de isotermas de adsorcao

Neste estudo foram preparadas solu¢bes com concentra¢Bes variando de 5 a 50
mg L™ de fons Cu (I1), sendo realizado na concentracéo de biomassa, 5 g L™ reidratada sob
agitacdo por 200 rpm na temperatura de 30°C por 24 horas de contato. Os sobrenadantes
foram entdo encaminhados para determinacdo do metal residual e analisadas segundo as
isotermas de Langmuir, Freundlich e Dubinin — Radushkevich. A biomassa foi tamponada
para faixa de pH 5.

3.2.4.1 Isoterma de Langmuir

Para este estudo utilizou-se a seguinte equacao:

_ bEC,
qe 1+bC, @)

A linearizacao da Equacéo 3, através da regresséo linear do grafico de (Ce / ge) em
funcéo de (Ce), fornece os coeficientes linear (1 / ge) € 0 angular (1/geb). O parametro R, pode

ser encontrado atraves da Equacdo 4:
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1
L™ 1+pc, @

Onde:

ge = Massa do adsorvato que foi adsorvida, (mg g™);

K = Capacidade de adsor¢do maxima correspondendo a cobertura completa da monocamada,
(mg g™);

b = Constante de equilibrio relacionada com a energia de adsorco, (mg g™);

C. = Concentragdo do adsorvato em equilibrio que permanece em solugéo, (mg L™);

R_ = Fator de separacdo adimensional ou parametro de equilibrio;

3.2.4.2 Isoterma de Freundlich

Para este estudo utilizou-se a seguinte equacao:

Ge = HF Ee 1le| (5)

A forma linearizada (Equacdo 5) é encontrada aplicando-se o logaritmo a
(Equacdo 6) onde o coeficiente linear € (log Kg) e o angular é dado por (1/n). Sen > 1, a
superficie do adsorvente sera energeticamente heterogénea supondo-se que 0s sitios de maior

energia serdo 0s primeiros a serem ocupados.

logq, =logK; + 1/plogC, ()

Onde:

ge = Quantidade de metal adsorvido, (mg g™):

C. = Concentragdo do adsorvato em equilibrio que permanece em solugéo, (mg L™);
Kr = Constante de Freundlich, relacionada a capacidade méxima de adsorcéo, (mg g™);

n = Heterogeneidade energética de sitios de adsor¢ao;
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3.2.4.3 Isoterma de Dubinin — Radushkevich (D - R)

Este modelo de isoterma € baseado no Potencial de Polanyi. Para este estudo
utilizou-se a seguinte equacao:

q. = KDREXP[_BEZJ (7)

O Potencial de Polanyi (g) ¢ calculado pela (equagdo 8) onde R é a constante dos

gases (8,314 Jk mol™) e T a temperatura em Kelvin.
= 1
£= RTIn(1+ EE:] (8)

A forma linear (Equacédo 7) é obtida aplicando-se o logaritmo natural a (Equacéo

9), sendo os coeficientes angular e linear (— B) e (In Kpr) s&o encontrados, respectivamente.
— 2
Inq, =InKj; — Be 9)

A energia de adsorcdo é encontrada a partir da Equacdo 10, onde E (kJ mol ™),
consiste a energia livre referente a transferéncia de 1 mol de adsorvato da solucdo para a
superficie do adsorvente.
1

E==

Onde:

ge = Concentracéo do biossorvente adsorvida, (mg g™);

Kpr = Constante D — R, (mg g'l);

¢ = Potencial de Polanyi,

B = Constante energética relativa a energia de transferéncia do adsorvato para o adsorvente,
(mol?kJ™):;

E = Energia de adsorcéo, (kJ mol™);
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3.2.5 Determinagédo quantitativa de cobre

Os teores de Cu (IlI) foram determinados por leitura direta. As concentragdes
residuais foram determinadas por espectrofotometria de absorcdo atdmica por chama (FAAS),
Varian Spectr AA 55B, com chama de ar acetileno e 0s estudos de isotermas de adsor¢ao
foram realizados através de um espectrébmetro de emissdo Optica com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP -OES), sequencial, com visdo radial, marca Jobin Yvon Horiba,
modelo Ultima 2 (Longjumeau, Franca), equipado com camara de nebulizacdo cicldnica,
nebulizador do tipo MiraMist (Mira Mist CE, Burgener Research Inc., Ontario, Canada),
amostrador automatico modelo AS 421 e software operacional Analyst 5.4 para aquisicdo dos

dados. As analises foram realizadas no CETEM e no Instituto de Quimica, respectivamente.
3.2.6 Caracterizacéo da biomassa comercial S. cerevisiae Perlage® BB
3.2.6.1 Ponto de Carga Zero (PCZ)

O estudo do Ponto de Carga Zero (PCZ) foi realizado segundo a metodologia de
Regalbuto, et al. (2004). O procedimento consistiu em misturar 50 mg de biomassa com 50
mL de solucdo aquosa sob diferentes condic¢des de pH inicial variando de 1 a 12 e determinar
0 pH apos 24 horas de equilibrio. As solu¢des com pH em faixa &cida foram feitas a partir de
diluicBes de HCl a 1 mol L™ e as de pH basico a partir de diluicdes da solucdo de NaOH a 1

mol L.

3.2.6.2 Determinacao de grupos na superficie da biomassa S. cerevisiae Perlage® BB pelo
Meétodo de Boehm

3.2.6.2.1 Determinacéo de grupos bésicos

A determinacdo de grupos bésicos na superficie da biomassa de levedura S.
cerevisiae Perlage® BB foi realizada segundo a metodologia de Boehm (1994) onde
aproximadamente 0,5 g da biomassa foram transferidas para um erlenmeyer de 500 mL.
Foram acrescentados 50 mL de solug&o de HCI 0,1 mol L. O erlenmeyer foi fechado com

filme pléastico e submetido & agitacdo em temperatura de + 30°C durante 24 horas.
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Decorrido o tempo de agitagdo a mistura foi centrifugada e retirou-se uma
aliquota de 10 mL do centrifugado para se titular com solucdo padrdao de NaOH utilizando
fenolftaleina como indicador. Foi feita uma prova em branco, tomando-se 10 mL de solucéo
padrdo de HCI sem adicdo da biomassa e titulando-se com a solugdo padrdo de NaOH. Todas
as determinacdes foram feitas com trés repeti¢des. A quantidade de grupos foi calculada pela
Equacdo 11. Para obter-se a quantidade de grupo por grama de biomassa, dividiu-se o valor

obtido pela massa do biossorvente (levedura).

Vi, —V
mEqupns = vt X Nl: X [: b Em/}].?ﬂlj (11)

Sendo:

Vi € Vam = Volumes das solugcbes padrées de NaOH gasto nas titulagdes do branco e das
amostras, respectivamente, (mL);

V= Volume da solucéo de HCI usada na experiéncia, (mL);

Va = Volume da aliquota do filtrado tomado para titulacéo;

Ny = Concentracéo da solucio de NaOH em, (Eq L™);

3.2.6.2.2 Determinacéo de grupos acidos

A determinacdo de grupos acidos na superficie da biomassa foi realizada segundo
a metodologia de Boehm (1994) onde trés amostras de 0,5 g de biomassa foram pesadas e
transferidas para erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL, das solucGes de hidroxido de sodio,
bicarbonato de sddio e carbonato de sddio respectivamente tendo aproximadamente 0,1 mol
L. Os erlenmeyer foram fechados com filme plastico e submetidos & agitacéo na temperatura
de £ 30°C durante 24 horas.

Decorrido o tempo de agitacdo a mistura foi centrifugada e retiradas aliquotas de
10 mL. A aliquota de 10 mL de NaOH foi acrescida de 15 mL de HCI a 0,1 mol L™ sendo
titulada com solugdo padrdo de NaOH e fenolftaleina como indicador. No caso da titulagdo do
carbonato e bicarbonato de sddio, a aliquota de 10 mL foi acrescida de 15 e 20 mL
respectivamente de solucdo padrdo de HCI, sendo posteriormente fervidas e resfriadas. As
aliquotas foram tituladas com solucéo padrdo de NaOH, usando como indicador fenolftaleina.

Utilizou-se um branco de cada solucdo basica com trés repeticGes sendo titulados da mesma
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forma. A quantidade de grupos &cidos foi calculada pela mesma equagdo que se calcula a de
grupos bésicos, sendo que ha apenas a inversao entre a diferenga de VVam e Vb.

Segundo Guimardes (2006) as quantidades de grupos &cidos sendo estes
carboxilicos, lacténicos e fenolicos podem ser calculados da seguinte forma: os grupos
carboxilicos s&o calculados a partir da experiéncia com bicarbonato de sédio, Equacdo (12),
0s grupos lactonicos sdo encontrados a partir da diferenca entre a quantidade de grupos do
carbonato de sédio com a experiéncia determinada com bicarbonato de sodio, Equacdo (13) e
0s grupos fenolicos sdo determinados a partir da experiéncia entre hidroxido de sédio com a

experiéncia referente a carbonato de sodio, Equacéo (14).

Gc =V bicarbonato de sédio (12)
GL =V carbonato de sédio — \Y bicarbonato de sédio (13)

GF =V hidroxido de s6dio — \% carbonato de sédio (14)

Onde:

Gc : Grupos carboxilicos;

G : Grupos lactonicos;

Gr: Grupos fendlicos;

V: Volume gasto na titulagéo;

3.2.6.3 Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva (EDX)

Para a caracterizacdo da biomassa de levedura por Espectrofotometria de
Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva — EDX, modelo 720 — Shimadzu, um grama
de biomassa permaneceu em contato com 50 mL de solucdo metalica a 25 mg L™ por 24
horas, sendo posteriormente centrifugada e lavada. Foi feita a analise de uma amostra que
permaneceu em contato com ions Cu (I1) e de outra amostra que ndo teve contato com metal
(branco). Essas analises foram realizadas pelo Instituto de Macromoléculas da UFRJ, no

Laboratdrio de Catélise para Polimerizacdo (LCP) pela professora Maria de Fatima Marques.

3.2.6.4 Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Para a caracterizagdo da biomassa de levedura por Infravermelho - FTIR um

grama de biomassa permaneceu em contato com 50 mL de solu¢do metalica a 25 mg L™ por
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24 horas, sendo posteriormente centrifugada e lavada. Foi feita a analise de uma amostra que
permaneceu em contato com ions Cu (I1) e de outra amostra que ndo teve contato com metal
(branco). As amostras foram analisadas no laboratorio Multiusuario do 1Q-UFRJ pelas
técnicas Glaucia e Leonice com o Espectrofotometro de Infravermelho por Transformada de
Fourier Nicolet Magna — IR 760.

3.2.6.5 Microscopia Eletronica de Varredura acoplada com um Detector de Energia
Dispersiva de Raios-X (MEV-EDS)

Para a caracterizacdo da biomassa de levedura por Microscopia Eletronica de
Varredura acoplada com um Detector de Energia Dispersiva de Raios-X (MEV - EDS) um
grama de biomassa permaneceu em contato com 50 mL de solucdo metéalica a 50 mg L™ por
24 horas, sendo posteriormente centrifugada e lavada. A amostra que permaneceu em contato
com ions Cu (Il) e a amostra que ndo teve contato com metal (branco) foram analisadas no
laboratdrio de Analise de superficies do CETEM pela técnica Antonieta Middea através do

equipamento TM3030 plus da Hitachi.
3.2.6.6 Microscopia de Forga Atomica (AFM)

Para a caracterizacdo da biomassa de levedura por Microscopia de Forca Atémica
(AFM) um grama de biomassa permaneceu em contato com 50 mL de solucdo metalica a 50
mg L™ por 24 horas, sendo posteriormente centrifugada e lavada. A amostra que permaneceu
em contato com ions Cu (II) e a amostra que ndo teve contato com metal (branco) foram
analisadas no laboratério de Analise de superficies do METALMAT pela professora Renata

Antoun Siméao através do equipamento JPK Nanowizard.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes preliminares para selecdo do biossorvente de ions Cu (I1)

A selecdo da biomassa de S. cerevisiae na biossorcao de ions Cu (I1) foi realizada
com o objetivo de avaliar o melhor biossorvente de Cu (1) em meio aquoso. Para tal 0,5 g L™
de cada biomassa foi exposta a 10 mg L™ de soluc&o de fons Cu (l1). Foram utilizadas S.
cerevisiae comercial liofilizada Perlage® BB reidratada e crescida em meio Sabouraud além
das outras duas cepas S. cerevisiae selvagem BY4741 e S. cerevisiae mutante lap4D isogénico
também crescidas em caldo Sabouraud.

A analise da Tabela 7 evidencia que a capacidade de biossor¢cdo encontrada para a
biomassa S. cerevisiae comercial liofilizada Perlage® BB foi de 1,8 mg g™, ligeiramente
superior que a mesma biomassa quando cultivada, que apresentou 1,6 mg g™.

Esses dados foram equivalentes ao observado para a linhagem selvagem (1,7 mg
g™), cuja diferenca ndo foi tao significativa comparado com o que foi obtido para a linhagem
mutante (2,2 mg g), sendo pouco ressaltada a alteracdo genética que poderia permitir a
maior captacdo de metal, de acordo com resultados obtidos para a captacdo de cobre, para
essas duas Ultimas linhagens (ADAMIS, et al. 2008).

Tabela 7. Capacidades de biossorcio das biomassas em solugéo contendo 10 mg L™ de fons Cu (11)

Biomassa Capacidade de biossorcdo mg g™
Saccharomyces cerevisiae Perlage reidratada 1,8+0,28
Saccharomyces cerevisiae Perlage cultivada 1,6 £0,07
Saccharomyces cerevisiae BY4741 1,7£0,07
Saccharomyces cerevisiae lap4D 2,2+0,21

Os ensaios foram realizados com duas repeticdes sob agitagdo a 200 rpm, 30°C, com tempo de contato de 24
horas e concentracdo celular de 0,5g L™

Diante dos resultados evidenciados na Tabela 7 optou-se em seguir os estudos
com a biomassa comercial Perlage® BB liofilizada pelo fato de apresentar boa capacidade de

biossorcdo e ndo requerer necessidade de cultivo para captacdo de ions Cu (II).
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4.2 Ensaios de biossorgao

4.2.1 Influéncia da Variacao da Concentracéo de biossorvente

Na Figura 1A e 1B estdo representados os resultados da influéncia da
concentracdo do biossorvente na capacidade e eficiéncia de biossor¢do da biomassa de
levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB. Na Figura 1A esta representada a
capacidade de biossorcéo e os resultados apontam que a melhor capacidade de biossorcao foi
encontrada com a utilizacdo de biomassa na concentracdo de 14 g L™, indicando uma
capacidade maxima de 1,05 mg g™.

A queda da capacidade de captacdo mostrada na Figura 1A pode ser explicada
pela maior quantidade de células para a captacdo do mesmo teor de metal em solucdo, o que
diminuiu a concentragdo de metal por unidade de massa celular, aliado ao fato de que o
processo de biossorcdo é dindmico e ndo havia ocorrido o equilibrio de biossor¢do no tempo

de contato trabalhado.
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Figura 1. Influéncia da variagdo das concentracdes iniciais da biomassa de levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae Perlage® BB. (A) Capacidade de biossorgo de ions Cu (I1). (B) Eficiéncia de biossorcdo de fons Cu
(11). Os ensaios foram realizados com duas repeti¢es sob agitacdo a 200 rpm, 30°C, com tempo de contato de 4
horas e concentragdo metalica de 25 mg L™.

Moreira (2010) estudou o tratamento de efluentes oriundos da galvanoplastia por
adsorventes naturais e observou que na concentracio de 200 g L™ da biomassa de casca da
nogueira-pecd (Carya illinoensis) adicionadas a solugdo metélica de fons Ni (1) a 15 mg L™

ocorreu a melhor biossorcdo. Neste caso ressalta-se que os valores de biomassa utilizados
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foram bem maiores, para menores concentracbes de metal quando comparados as
concentracdes utilizadas nos ensaios com a linhagem S. cerevisiae Perlage® BB.

Na Figura 1B esta representada a eficiéncia de biossorcdo de ions Cu (Il), os
dados apontam que a melhor eficiéncia de biossorcéo foi encontrada na concentragédo de 20 g
L sendo aproximadamente 76%.

A eficiéncia de remogdo aumentou com o aumento da concentragdo de biomassa,
possivelmente pela maior quantidade de sitios de captacdo na presenca de mais células.
Buratto, Costa e Ferreira (2012) estudaram biomassa de Pleurotus ostreatus na biossorcao de

Cu (I1) e encontraram eficiéncia maxima de 86%.
4.2.2 Influéncia do tempo de contato

O tempo de contato é uma varidavel muito importante no processo de biossorc¢éo,
pois, a cinética de biossorcdo fornece informacGes sobre as taxas em que os adsorvatos sdo
biossorvidos pelos biossorventes (DADVAR, et al. 2013).

Na Figura 2A e 2B estdo representadas a influéncia do tempo de contato na
biossorcdo de ions Cu (Il) pela biomassa da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae
Perlage® BB em relagéo & capacidade e eficiéncia de biossorgdo. Os resultados demonstraram
que a melhor capacidade de biossorcdo, aproximadamente 1,75 mg g foi encontrada no
tempo de contato de 3 horas, entretanto ndo houve diferenca significativa segundo o desvio
padrdo para o tempo de 2 horas.

Os dados da Figura 2A apontam que no tempo de contato inicial de 1 hora a
capacidade biossortiva foi baixa, porém, com o aumento para 2 horas de contato a capacidade
de remog&o aumentou para aproximadamente 1,7 mg g, enquanto que no tempo de contato
de 3 horas ndo houve aumento significativo. Entretanto, aumentando o tempo de contato para
4 horas houve decréscimo na capacidade de biossorcao indicando possivelmente a saturacao
dos sitios ativos da biomassa pelos ions Cu (II) com provavel “dessor¢do”, ndo atingindo

ainda o equilibrio total.
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Figura 2. Influéncia do tempo de contato na biossor¢do de ions Cu (I1) usando biomassa de levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB. (A) Capacidade de biossorcéo de fons Cu (11). (B) Eficiéncia de bios-
sorcdo de ions Cu (I1). Os ensaios foram realizados com duas repeticdes sob agitagdo a 200 rpm, 30°C, com
concentracdo celular de 2 g L™ e concentragdo metalica de 25 mg L™.

A anélise da Figura 2B evidencia que a concentracdo de 2 g L™ de biomassa em
contato por 4 horas numa solucéo contendo 25 mg L™ de fons Cu (I1) ndo foi suficiente para
atingir uma eficiéncia de biossor¢do acima de 15%.

Madenes, et al. (2013) estudaram a remog&o de ions Cd (I1), Cu (I1) e Zn (Il) em
biomassa de macrdéfita Eicchornia crassipes. O estudo cinético apontou que com 15 minutos
de contato ocorreu sorcdo de 50% da espécie metalica e em 45 minutos de contato foi atingido
0 equilibrio de sorcédo para o ion Cd (l1), 1 hora para o ion Cu (Il) e duas horas para o Zn (1)

nas concentracdes metalicas de 4 meq L™,
4.2.3 Influéncia da concentracéao de ions Cu (I1)

Na Figura 3A e 3B estdo representadas a capacidade e eficiéncia de biossor¢ao
segundo a quantidade de ions Cu (Il) presentes em solucdo, em relacdo a biomassa de
levedura Saccharomyces cerevisiae. Os resultados mostram que a melhor capacidade de
biossorc&o encontrada, aproximadamente 4,2 mg g foi obtida na concentragdo de 25 mg L™
de cobre, (Figura 3A) demonstrando que conforme ocorre 0 aumento da concentragdo
metalica a capacidade de biossorcdo diminuem pelo fato da biomassa de levedura nédo

apresentar boa sorgédo em concentracoes elevadas de metal.
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Figura 3. Influéncia da concentracdo de ions Cu (I1) usando biomassa de levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae Perlage® BB. (A) Capacidade de biossorgdo de ions Cu (I1). (B) Eficiéncia de biossorcdo de fons Cu
(11). Os ensaios foram realizados com duas repeti¢ces sob agitacdo a 200 rpm, 30°C, tempo de contato de 4
horas e com concentracdo de 2 g L™ de biomassa por volume de solugio metalica.

Amirnia, Ray e Margaritis (2015) em seus estudos de biossorcdo dos ions Cu (1)
e Pb (II) utilizando um sistema de biorreator continuo, com biomassa de Saccharomyces
cerevisiae evidenciaram que a medida que a concentracdo de metais aumenta em solucéo
houve diminuicdo da eficiéncia de biossorcdo, entretanto a capacidade de biossorcéo
aumentou com o aumento da concentracdo de metais.

Souza, et al. (2008) estudaram as biomassas Saprolegnia subterranea e Pythium
torulosum na biossorcdo de ions cobre, manganés e cadmio em varias concentracbes de
solucdo. Os resultados apontaram que conforme aumentada a concentracdo de ions Cu (1) em
solucdo, a capacidade de biossorcdo aumentou também. Na concentracdo de ions Cu (II) de
15,07 mg L™ a capacidade de remocdo variou de 1,71 a 2,77 mg g enquanto que na
concentracdo metalica de 133 mg L™ a capacidade biossortiva encontrada foi de 7,12 a 8,27
mg g™

Na Figura 3B, os dados apontam que a melhor eficiéncia de biossorcdo foi
encontrada na concentracdo de 25 mg L™ expressando que conforme a concentracdo metalica
aumenta ocorre uma maior saturacdo dos sitios ativos da biomassa. Dado este que &
confirmado por Amirnia, Ray e Margaritis (2015) para a biomassa de Saccharomyces
cerevisiae.

Farias (2014) avaliou o fungo Penicillium corylophillum CCFIOC 4297 na
biossor¢do de metais potencialmente toxicos. Variando a concentragdo de Ni (I1) de 10, 20 e

30 mg L™ de metal, encontrou eficiéncia de remog&o na faixa de 5 a 58%.
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4.2.4 Influéncia da variacéao do pH

O pH é uma das variaveis que interferem no processo de biossor¢éo, pois, o pH
influencia as distribuicfes de cargas superficiais no biossorvente, aléem de estar relacionado
com o comportamento do metal em solugcdo (FAGUNDES-KLEIN, et al. 2011).

Na Figura 4A e 4B estdo representadas a capacidade e eficiéncia de biossorgéo
em relacdo ao estudo do pH usando como biossorvente a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Os dados apontam que a melhor capacidade de biossorcdo foi encontrada no pH 5.0, sendo

esta de aproximadamente 4,0 mg g™
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Figura 4. Influéncia da variagdo do pH na biossorcéo de ions Cu (I1) usando biomassa de levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB. (A) Capacidade de biossorcéo de fons Cu (11). (B) Eficiéncia de bios-
sorcéo de ions Cu (Il). Os ensaios foram realizados com duas repeti¢cdes sob agitacdo a 200 rpm, 30°C, com
concentracdo metélica de 25 mg L™, 4 horas de contato e com concentracéo de 2 g L™ de biomassa por volume
de solugcdo metalica.

Mimura, et al. (2010) utilizaram como adsorvente de ions Cu (1), Al (111), Ni (11)
e Zn (Il) a casca de arroz. Os seus resultados evidenciaram que a maior capacidade de
adsorcéo (6,02 mg g™) foi encontrada para o fon Cu (I1) na concentracio de 70 mg L™ em pH
5, enquanto que nesta mesma condicdo o adsorvente casca de arroz néo atingiu a eficiéncia de
50%.

A andlise da Figura 4B evidencia que a melhor eficiéncia de biossor¢do também
foi encontrada em pH 5, de aproximadamente 32%, assim como no estudo da capacidade em
relacdo a variacdo de pH. A queda da eficiéncia de biossor¢do em pH 6 pode ser justificada
provavelmente pela precipitacdo do ion em estudo.

Sun, Yin e Yu, (2013) estudaram nanoparticulas de Al203 na adsorcéo de ions Cu

(11) e Pb (I1) e verificaram que este adsorvente possui eficiéncia de remogéo semelhante para
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ambas as espécies metélicas na faixa de pH 5 — 6.5, que é seguida de uma continua e alta
eficiéncia de remocao de mais de 90% até o pH 8.

Jimenez, Dal Bosco e Carvalho, (2004) estudaram a zeo0lita natural escolecita na
remocao de ions Cr (I11), Cd (I1), Ni (1I) e Mn (II). O ensaio da variacdo de pH evidenciou
que esta variavel interfere no processo biossortivo, pois com o aumento do pH até a faixa 6
ocorre uma crescente remocao metélica.

Ferreira, et al. (2007) avaliaram biomassa de Saccharomyces cerevisiae na
biossorcdo de Pb (Il) nas faixas de pH 2 a 6, além de verificar a melhor capacidade de
biossorcdo usando biomassa viva e morta. Os seus resultados apontaram que a menor
capacidade de biossorcéao foi encontrada em pH 2 utilizando biomassa morta enquanto que em

média as melhores capacidades de biossor¢cdo foram encontradas para o pH 6.

4.2.5 Estudo do equilibrio de biossorgao

No ensaio que avaliou 0 melhor tempo de contato para a biossorcdo de ions Cu
(1) foi verificado um decréscimo na capacidade e eficiéncia de biossorcdo com 4 horas de
contato. Diante disso, foi realizado um novo ensaio para verificagdo de qual faixa de tempo a
biomassa de levedura atingiria o equilibrio de biossor¢do (Tabela 8). Os resultados
demonstram que ndo houve variagdo significativa, em relacdo a variagcdo do tempo de contato
de 6 para 24 horas indicando que que em 6 horas a biomassa de levedura atinge o equilibrio

de biossorcao.

Tabela 8. Capacidades e eficiéncias de biossorcéo da biomassa em solugéo contendo 10 mg L™ de fons Cu (l1).

Tempo de contato Capacidade de biossorcéo Eficiéncia de biossorcado
(h) q(mgg™) E (%)
6 1,8+0,28 9,07+£1,33
24 1,5+ 0,00 7,39 £ 0,02

Os ensaios foram realizados com duas repeti¢des sob agitacdo a 200 rpm, 30°C, com concentracdo metalica
variando de 10 mg L™ e com concentragéo de 5 g L™ de biomassa por volume de solugdo metélica.

Ma, et al. (2015) avaliaram a biossor¢do de ions Cd (II) e Pb (ll) por
Saccharomyces cerevisiae funcionalizada através de CaCO;3 e evidenciaram que a partir do
tempo de contato de 2 horas a biomassa de levedura atingiu o equilibrio de biossorcéo para as

espécies metalicas estudadas.
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4.3 Isotermas de adsor¢ao
4.3.1 Isoterma de Langmuir

Na Figura 5 esté representado o ajuste da isoterma de Langmuir para a biomassa
comercial da levedura Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB. Os dados obtidos evidenciam

gue a biomassa em estudo se ajustou a0 modelo de Langmuir por apresentar coeficiente de

correlagdo de 0.99, obtendo-se capacidade méaxima de adsorco de 4,73 mg g™.
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Figura 5. Isoterma de adsor¢éo segundo modelo de Langmuir. Os ensaios foram realizados com duas repetigdes
sob agitag&o a 200 rpm, 30°C, com concentracdo metélica variando de 5 a 50 mg L™, 24 horas de contato e com
concentracdo de 5 g L™ de biomassa por volume de solugdo metélica.

Outros autores como Amirnia, Ray e Margaritis (2015) e Peng, et al. (2013) em
seus estudos com a biomassa de Saccharomyces cerevisiae, também observaram que o
equilibrio de adsorcdo se ajustou ao modelo de isoterma descrito por Langmuir.

Na Tabela 9 estdo resumidos os valores encontrados para as constantes de
Langmuir, para a isoterma apresentada na Figura 5. O valor de R encontrado foi de 0,2
indicando que para este modelo de isoterma o processo biossortivo é favoravel. Para Clark
(2010) o parametro fundamental do modelo de Langmuir pode ser expresso pela constante R
que esta relacionada ao fator de separacéo adimensional ou parametro de equilibrio, onde este
prevé se o sistema de adsorcédo e favoravel ou desfavoravel, valores na faixa de (0 < R < 1)

indicam adsorcéo favoravel.
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Tabela 9. Pardmetros da isoterma de Langmuir, para biomassa comercial da levedura Saccharomyces cerevisiae
Perlage® BB.

Parametros Cu (1)
RL 0,2
K 4,73
B 0,81
R 0,99

R, (parametro de equilibrio); K (capacidade maxima de adsor¢do correspondendo a cobertura completa da
monocamada, mg g™); b (Constante de equilibrio relacionada com a energia de adsorcéo mg g™).

4.3.2 Isoterma de Freundlich

Na Figura 6 esté representado o ajuste da isoterma de Freundlich para a biomassa
comercial da levedura Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB. Os dados obtidos evidenciam
gue a biomassa em estudo se ajustou ao modelo de Freundlich por apresentar coeficiente de
correlacdo de 0.96. Entretanto, segundo o valor encontrado para a constante n, relacionada a

heterogeneidade dos sitios ativos evidenciou que o processo € desfavoravel.
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Figura 6. Isoterma de adsorcéo segundo modelo de Freundlich. Os ensaios foram realizados com duas repeti¢des
sob agitacdo a 200 rpm, 30°C, com concentracdo metalica variando de 5 a 50 mg L™, 24 horas de contato e com
concentracdo de 5 g L™ de biomassa por volume de solugdo metalica.
Na Tabela 10 estdo resumidos os valores encontrados para as constantes de
Freundlich, segundo a isoterma apresentada na Figura 6. O valor de Kg constante de
Freundlich relacionada & capacidade de adsorcdo maxima foi 3,1 mg g . Para Falone e Vieira

(2004), de acordo com o valor de Kg encontrado, o processo adsortivo pode ser classificado
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em pequena, média, grande e elevada. O valor apesentado neste estudo enquadra-se como
adsorcéo pequena por ficar na faixa de 0 a 24 mg g™.

Tabela 10. Parametros da isoterma de Freundlich, para biomassa comercial da levedura Saccharomyces cerevi-
siae Perlage® BB.

Parametros Cu (1D
Ke 3,1
n 0,12
R 0,96

K (capacidade maxima de adsorgdo, mg g™); n (heterogeneidade energética dos sitios de adsorgéo).

Segundo Cambuim (2009) a constante n relaciona-se com a intensidade de adsor-
cdo, valores dessa constante na faixa de n < 1 indicam que a capacidade de adsorcao é apenas
reduzida, em concentracdes de equilibrio elevadas. Os valores de n encontrados para o ion Cu

(I1) se situam nessa faixa evidenciando que a adsorcao é reduzida.

4.3.3 Isoterma de Dubinin- Radushkevich (D — R)

Na Figura 7 esta representado o ajuste da isoterma de Dubinin-Radushkevich, D-
R para a biomassa comercial da levedura Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB. Os dados
obtidos evidenciam que a biomassa em estudo ndo se ajustou ao modelo de D-R por

apresentar coeficiente de correlacdo de 0.72 e apresentar formato de reta decrescente.
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Figura 7. Isoterma de adsorcdo segundo modelo de Dubinin-Radushkevich. Os ensaios foram realizados com
duas repetices sob agitacdo a 200 rpm, 30°C, com concentracéo metélica variando de 5 a 50 mg L™, 24 horas de
contato e com concentracdo de 5 g L™ de biomassa por volume de solucdo metalica.

Na Tabela 11 estdo resumidos os valores encontrados para as constantes de D-R,
segundo a isoterma apresentada na Figura 7. Através da constante B € calculada a energia
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livre no processo de adsorcdo pelo qual se pode caracterizar como adsorc¢éo fisica ou quimica.
Para o fon Cu (l1) observa-se que este valor ficou abaixo de 30 kJ mol™. Segundo Paganini
(2007) valores de (E) na faixa de 8 a 25 kJ mol™ caracterizam-se como adsorcao fisica.

Tabela 11. Pardmetros da isoterma de Dubinin-Radushkevich, para biomassa comercial da levedura Saccha-
romyces cerevisiae Perlage® BB.

Parametros Cu (1D
Kbr 0,38
B 3,27 x 10"
R 0,72
E 1,24

Kpr (constante relacionada a capacidade de adsorcdo, mg g™); B (constante energética relativa a energia de
transferéncia do adsorvato para o adsorvente, mol® kJ™); E (energia de adsorcéo, kJ mol™).

4.4 Caracterizacdo da biomassa comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB
4.4.1 Ponto de Carga Zero (PC2)

O Estudo do Ponto de Carga Zero (PCZ) tem como objetivo determinar o pH que
ocorre biossor¢do nula. Na Figura 8 estd representado o PCZ da biomassa de levedura
comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB indicando que o PCZ da referida biomassa
se situa em 4.4, ou seja, onde o pH final e o pH inicial s&o aproximadamente iguais, ou seja,
se anulam. Portanto, abaixo do pH 4,4 ocorrera predominantemente biossor¢do de cargas
negativas e acima desta faixa cargas positivas.

Este resultado corrobora com o estudo da variagdo do pH (Figura 4), que eviden-
ciou que a melhor capacidade e eficiéncia de biossorcéo de cobre foram encontradas em pH 5.
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Figura 8. Ponto de Carga Zero da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB
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Mimura et al, (2010) em seus estudos de adsorcao de ions Cu (I1), Al (111), Ni (I1)
e Zn (I1) utilizando a casca de arroz e observaram que o PCZ da casca de arroz estava na
faixa de 7.

Casarin (2014) utilizou a casca da semente de castanha do Brasil para adsorcao de
ions Cd (1), Pb (1) e Cr (I11). Na determinac¢do do PCZ do seu adsorvente encontrou a faixa
de 4,4.

Boas, et al. (2012) estudaram o mesocarpo e endocarpo da macadamia natural e
quimicamente tratados para a biossorcao de ions Cu (Il) e encontrou PCZ abaixo de 4,0 para
0 endocarpo e mesocarpo in natura, porém o mesocarpo e endocarpo modificados com acido
citrico apresentaram PCZ acima de 6,0.

Nascimento, et al. (2014) avaliaram a casca de pequi (Caryocar brasiliense
Camb) in natura e modificada com &cido citrico na biossorcdo de ions Cd (Il) e Pb (1) e
evidenciaram que o PCZ da biomassa in natura foi 3,9 enquanto que a biomassa modificada
com &cido citrico apresentou PCZ na faixa de 3,4.

Nascimento e Oliveira, (2014) compararam o PCZ de trés biossorventes sendo
estes cascas de pequi (Caryocar brasiliense Camb), serragem de madeira Teca (Tectona
grandis) e o fungo orelha de pau (Pycnoporus sanguineus). Os resultados apontaram que as
biomassas de casca de pequi e serragem de madeira Teca apresentaram a mesma faixa de PCZ
sendo esta 3,9 enquanto que, a biomassa fungica de orelha de pau possuiu PCZ na faixa de
3,7.

Tagliaferro, et al. (2011) estudaram adsor¢do de chumbo, cadmio e prata em
Oxido de nidbio (V), os seus resultados apontaram que o adsorvente Nb20s possuiu PCZ na
faixa de 2,3.

Os resultados da literatura demonstram que cada biossorvente possui 0 seu PCZ,
por isso torna-se fundamental a realizacéo deste ensaio para verificar em qual pH acontecera a

biossorcdo da espécie metélica em estudo.

4.4.2 Quantidade de grupos na superficie da biomassa pelo Método de Boehm

4.4.2.1 Grupos basicos e acidos

A determinacdo da quantidade de grupos bésicos presentes na superficie da

biomassa € uma anélise essencial, pois com o conhecimento das quantidades destes grupos é

possivel inferir os mecanismos de biossor¢do envolvidos. Na Tabela 12 esta representado a



59

quantidade de grupos bésicos e &cidos presentes na superficie da biomassa da levedura
comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB, sendo encontrado a quantidade de 0,44
mEq g™ por biomassa, para 0s grupos bésicos. Os valores encontrados evidenciam que a
biomassa apresenta grupos acidos e basicos, sendo sua presenca fundamental para o processo

biossortivo da espécie metélica, Cu (II).

Tabela 2. Quantidade de grupos basicos e acidos segundo metodologia de Boehm para a biomassa comercial
Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB.

Tipo de grupo Quantidade (mEq g™)
Basico 0,44
Acido carboxilico 0,1
Fendlico 0,5
Lactonico *

* Abaixo do limite de detec¢do do método

Guimarées (2006) estudou a oxidacdo de carvOes ativados do endocarpo de coco
da baia com solugdes de HNOs. Os seus resultados evidenciaram que a superficie do carvéo
ativado do endocarpo de coco da bafa tratado com uma solucdo de HNOs a 0,1 mol L™,
apresentou 0,36 mEq g™ de grupos bésicos.

Nascimento, et al. (2014) avaliaram a biomassa de casca de pequi (Caryocar
brasiliense Camb) in natura e modificada com acido citrico na biossor¢do de ions Cd (1) e Pb
(I1). Na quantificacdo de grupos basicos a biomassa modificada apresentou maior quantidade
de grupos sendo estes 218, 50 mEq g, enquanto que a biomassa in natura deteve 22, 17 mEq
g™. Ficou entdo evidenciado que a modificacdo com &cido citrico aumentou a quantidade de
grupos bésicos presentes na superficie da biomassa.

Os resultados apontam (Tabela 12) que a superficie da biomassa possui maior
quantidade de grupos acidos (0,60 mEq g™) no total, enquanto que apresenta 0,44 mEq g™ de
grupos basicos. Os grupos lactdnicos ndo foram detectados pela metodologia utilizada, apenas
grupos fendlicos e acidos carboxilicos. Os grupos fendlicos foram encontrados em maior
proporcdo 0,5 mEq g™ em relacio aos grupos carboxilicos que foram detectados, 0,1 mEq g™ .
A andlise da Tabela 12 evidencia que a biomassa apresenta em sua composi¢do quantidade
consideravel de grupos basicos e acidos que serdo essenciais no processo biossortivo.

Guimarées (2006) estudou a oxidacéo de carvdes ativados de endocarpo de coco
da baia com solucGes de HNOs. Os resultados evidenciaram que o carvao do endocarpo de

coco da baia ativado fisicamente com vapor d’agua, apresentou em sua superficie grupos



60

basicos e apenas um tipo de grupo acido sendo este o fendlico em pequena quantidade,
aproximadamente 0,04 meq g™*.

Nascimento, et al. (2014) em seus ensaios com a biomassa de casca de pequi
(Caryocar brasiliense Camb) in natura e modificada com acido citrico na biossorcao de ions
Cd (1) e Pb (II), revelaram que a superficie da biomassa apresentou mais grupos acidos
carboxilicos (715,77 mEq g*) do que lactonicos (698,64 mEq g™*) na biomassa modificada,
enquanto que na biomassa in natura s6 foi detectado grupos &cidos carboxilicos na
quantidade de (345,17 mEq g*). Os grupos fenélicos ficaram abaixo do limite de detecgdo na

metodologia de Boehm.
4.4.3 Espectrometria por Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva (EDX)

Na Tabela 13 esta representada a analise elementar da biomassa da levedura
Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB através de Espectrometria por Fluorescéncia de Raios
X por Energia Dispersiva (EDX). Os resultados apontam que o elemento em maior
guantidade na biomassa que nao esteve em contato com ions Cu (l1) foi o potassio (64,1%) e

apenas 0,57% de cobre foi detectado.

Tabela 13. Analise elementar da biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB sem
contato com ions Cu (I1) por EDX.

Resultado — em peso Desvio padréo
Elemento N
atdmico (%)
K 64,1 0,68
P 24,3 0,86
S 9,1 0,36
Fe 1,1 0,05
Zn 0,94 0,03
Cu 0,57 0,03

Os ensaios foram realizados com duas repeticdes sob agitacdo a 200 rpm, 30°C, 24 horas de contato e com
concentracdo de 20 g L™ de biomassa por volume de solucdo metalica.

Limin, et al. (2009) avaliaram a biomassa da levedura de Saccharomyces
cerevisiae fornecida por Harbin Brewing Grupo Co.Ltd., na biossor¢do de ions Pb (1I). A
analise de EDX detectou que a biomassa é composta pelos elementos C, O, Na, Mg, P e K.

Na Tabela 14 estd representada a analise elementar de biomassa da levedura

Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB em contato com ions Cu (ll) através de EDX. Os
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resultados evidenciam que houve sor¢do de ions Cu (I1) pela biomassa, pois, ocorreu aumento
na quantidade de ions Cu (Il) presentes na biomassa, de 0,6% para 8,1%.

Tabela 14. Analise elementar da biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB apds
contato com ions Cu (I1) por EDX.

Resultado — em peso Desvio padréo
Elemento .
atomico (%)
K 15,3 0,6
P 34,5 1,2
S 30,9 2,8
Fe 1,7 0,1
Ca 9,6 0,4
Cu 8,1 0,08

Os ensaios foram realizados com duas repetices sob agitagdo a 200 rpm, 30°C, com concentragdo metalica de
25 mg L™, 24 horas de contato e com concentracéo de 20 g L™ de biomassa por volume de solugdo metélica.

A analise de EDX evidencia que houve uma diminuicdo na quantidade de K (1) na
biomassa ap6s o contato com ions Cu (1) demonstrando que possivelmente ocorreu troca
ibnica como observado por Limin, et al. (2009) que estudaram biomassa de Saccharomyces
cerevisiae fornecida por Harbin Brewing Grupo Co.Ltd., na biossor¢éo de ions Pb (11).

4.4.4 Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) é uma importante ferramenta usada para a analise de grupos funcionais e
moléculas organicas (SOUZA e FERRAO, 2006).

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui uma composicdo complexa, sendo 0s
principais componentes da parede celular as betaglucanas, alfamananas, proteinas, lipideos e
componentes inorganicos (LIMIN, et al. 2009). Na Figura 9 esta representado o espectro da
levedura comercial S. cerevisiae Perlage® BB sem e ap6s contato de fons Cu (11).
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Figura 9. Espectros de Infravermelho da biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB
em presenga e auséncia de ions Cu (I1). Os ensaios foram realizados com duas repeti¢Ges sob agitacdo a 200 rpm,
30°C, com concentracdo metalica de 25 mg L™, 24 horas de contato e com concentracéo de 20 g L™ de biomassa
por volume de solucdo metalica.

Pela analise do espectro da Figura 9, podemos observar que a biomassa da
levedura possui absorcdo nas faixas de comprimento de onda analisadas. A ampla banda forte
visualizada na biomassa sem e com contato com fons Cu (Il), de (3425 — 3417 cm™) esta
relacionada a presenga de grupos O-H e NH2 (SUN, et al. 2015). Na Tabela 15 estéo
resumidos as bandas e os grupos caracteristicos que foram encontrados por FTIR para a
biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB na presenca e
auséncia de ions Cu (I1).

Tabela 15. Grupos funcionais detectados por FTIR, na biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisi-
ae Perlage® BB em presenca e auséncia de fons Cu (11).

. Biomassa apds contato com
Biomassa sem contato com

Grupos funcionais metal (cm) ions Cu_l(l 1) -
(cm™)
-NH livre de amidas 3425 3417

CH; 2922 -

N=C=S - 2073
C = 0O de amidas 1634 1635
C-H - 1372
C-N - 1242
R-NH-R 1075 1046

CH=CH 675 -
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Vibragdes na regido de 3050 — 2700 cm™ na biomassa estdo associadas &
composicéo lipidica da levedura. No espectro da biomassa que permaneceu em contato com
ions Cu (Il) observa-se que esta regido ndo surgiu, enfatizando que a entrada de metal
modificou a composicao celular, conforme descrito na literatura (SALARI, et al. 2013).

Na faixa da regido de 1659 — 1553 cm™, as vibracdes estdo relacionadas a
proteinas dos grupos amida | e amida Il, percebe-se que em ambos 0s espectros, esta faixa foi
percebida, demonstrando que a biossor¢do do metal ndo interferiu na composicao proteica da
levedura. A banda de 1242 cm™ esté associada a acidos nucleicos, sendo esta banda visivel
apenas para a biomassa que teve contato com ions Cu (Il), (SALARI, et al. 2013).

Vibrages espectrais na faixa de 1185 — 950 cm™ estdo ligados & presenca de
mananas e glucanas; o aparecimento de bandas nesta faixa esta relacionado a ligacfes
glicosidicas, -C-OH, -C-O-C- e -C-C- (SALARI, et al. 2013). A biomassa sem e com contato
com ions Cu (Il) apresentaram comprimento de onda nesta faixa de banda, mostrando que
possivelmente ndo houve modificagdo aparentemente nas estruturas de mananas e glucanas.

A banda de 2922 cm™ presente na biomassa com contato com fons Cu (I1) esta
ligado ao grupo metileno -CHz, um radical organico altamente reativo, demonstrando que
ligacOes envolvendo esse grupo foram quebradas para possibilitar a biossor¢cdo do metal,
assim como a presenca da banda 1242 cm™ que esta correlacionada a grupos, -C-N (LIMIN,
et al. 2009).

A andlise FTIR revela que houve alteracbes na biomassa de levedura de
Saccharomyces cerevisiae durante o processo de biossor¢do de ions Cu (Il), pois algumas
bandas que foram notadas na biomassa sem em com contato com metal possuiram
deslocamento de no maximo 29 cm™, enquanto que algumas bandas s6 foram evidenciadas na
biomassa que permaceceu em contato com a espécie metalica em estudo, conforme mostrado
na Tabela 15.

A avaliacdo dos espectros das biomassas na presenca e auséncia de ions Cu (II)
evidenciam que os grupos COOH, C=0, C-O e N-H estéo envolvidos no processo biossortivo
neste estudo (LIMIN, et al. 2009).
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4.4.5 Microscopia Eletronica de Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia
Dispersiva por Raios X

Na Figura 10 esta representada a micrografia eletronica de varredura da levedura
Saccharomyces cerevisiae na presenca e auséncia de ions Cu (Il). A analise da imagem
demonstra que a célula da biomassa possui didmetro variando de 3,0 a 4,0 micrémetros.

TN D66 40k 20m TN 08 20 pm

Figura 10. Micrografia eletrénica de varredura da biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae
Perlage® BB. (A) Superficie da biomassa na auséncia de fons Cu (11). (B) Superficie da biomassa na presenca de
ions Cu (I1). Os ensaios foram realizados com duas repeti¢des sob agitagdo a 200 rpm, 30°C, com concentragao
metalica de 25 mg L™, 24 horas de contato e com concentragdo de 20 g L™ de biomassa por volume de solugéo
metalica.

A comparcdo da Figura 10A com a 10B demonstra que algumas células de
levedura apresentam-se aparentemente disformes. O didmtero médio é ligeiramente maior
variando de 4 um na Figura 13A para 4,4 um na Figura 10B indicando possivel alteracdo na
superficie da célula durante o processo biossortivo, como afirma Limin, et al. (2009) que
estudaram biomassa da levedura Saccharomyces cerevisiae na biossorcdo de ions Pb (I1).

Na Figura 11A e 11B encontram-se 0s espectrogramas de MEV-EDS da biomassa
de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB na presenca e auséncia de ions
Cu (I1). O espectro evidencia a presenga dos elementos C, O, K, Na, Ca, Al e Mg. O pico do
silicio — Si, apresentado no espectro € referente a superficie da lamina de vidro que continha a
biomassa de levedura. Além disso, pode ser visto na Figura 11B picos referentes a presenca
de cobre na biomassa exposta ao metal.
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Figura 11. Espectrograma de energia dispersiva por raios X da biomassa de levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae Perlage® BB. (A) Espectrograma da biomassa na auséncia de fons Cu (I1). (B) Espectrograma da bio-
massa na presenga de ions Cu (l1).
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Na Tabela 16 esta representada a porcentagem em peso e massa atbmica dos
elementos quimicos detectados na superficie da biomassa sem contato com ions Cu (I1). Os
dados apontam que a biomassa possui aproximadamente 93% de carbono e oxigénio, além de
apresentar outros elemtentos como o potassio, aluminio, sédio e o célcio. O cobre ndo foi

detectado em niveis significativos.

Tabela 16. Composicao elementar da biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB na
auséncia de ions Cu (I1).

Porcentagem atdmica
Elemento Porcentagem em peso

(%)
0 49,6 44,6
C 43,7 52,3
K 2,1 08
Ca 2,0 0,7
Na 18 1,1
Mg 07 0,4
Al 0,1 0,1
Cu 0 0

Na Tabela 17 encontra-se a composi¢cdo elementar determinada por EDS da
biomassa que obteve contato com ions Cu (Il). Os dados mostram que aproximadamente

0,6% de cobre foram detectados na biomassa.

Tabela 17. Composicao elementar da biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB na
presenca de ions Cu (I1).

Elemento Porcentagem em peso Porcentagem atdmica
(%) (%)
C 49,6 57,4
0] 47,3 41,1
Na 14 0,8
Cu 0,6 01
Mg 05 0,3
Ca 0,4 0,1
Al 0,2 0,1
K 0,05 0,02

Na Figura 12 esta ilustrado o mapeamento por EDS da superficie da biomassa em
contato com ions Cu (II). O mapeamento evidencia que o ion Cu (II) ndo esta disponivel de

forma homogénea em toda a biomassa (representado pelos pontos de cor vermelha), indicando
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que em algumas células, este ion encontra-se de forma ndo homogeneamente distribuido de

acordo com a imagem.
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Figura 12. Mapeamento por MEV-EDS da superficie da biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevi-
siae Perlage® BB na presenca de fons Cu (11). (A) Area que foi analisada para o mapeamento de EDS. (B) Mape-
amento de Cu (II) por EDS.

4.4.6 Microscopia de Forca Atdmica

A anélise por Microscopia de Forga Atdmica, do inglés Atomic Force Microscopy
(AFM), representa um poderoso instrumento de avaliagdo de superficies inclusive bioldgicas.
Com (AFM) é possivel obter informacdes a cerca da arquitetura e estrutura em nanoescala
(DOROBANTU, GOSS & BURRELL, 2012).

Na Figura 13A e 13B estad representada a micrografia de forca atdmica da
biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB na auséncia de ions
Cu (I). A Figura 13A representa o contraste de fase da superficie da biomassa, a analise desta
figura evidencia que pouco ou nenhum contraste de fase existe na superficie da biomassa que
permaneceu sem contato com ions Cu (I1). Na Figura 13B referente a topografia da superficie
da biomassa observa-se que a superficie da biomassa apresenta-se de forma aparentemente

homogénea.
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Figura 13. Micrografia de for¢a atdmica da superficie da biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevi-
siae Perlage® BB na auséncia de fons Cu (11). (A) Contraste de fase, imagem com dimenséo de 1,5pm. (B) To-
pografia, imagem com dimensdo de 1,5um. Os ensaios foram realizados com duas repeti¢@es sob agitacéo a 200
rpm, 30°C, 24 horas de contato e com concentracéo de 20 g L™ de biomassa por volume de solugdo metalica.

Nas Figuras 14A a 14H estdo representadas as micrografias de forca atbmica da
biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae Perlage® BB na presenca de ions
Cu (II). As analises das imagens demonstram que em presenca de ions cobre a biomassa
apresentou contraste de fase, indicando possivelmente a presenca de ions Cu (1) na superficie
da biomassa de levedura.

O tamanho médio da levedura representada na Figura 14C foi de
aproximadamente 3 um, tamanho préximo ao apresentado nas andlises de MEV-EDS
representadas na Figura 10B.

Conforme as micrografias recebem cortes que proporcionam diminuicdo no
tamanho da imagem de (4 a 1 um) observa-se a existéncia de particulas de formas esféricas
com didmetro médio de 120 nm, (Figura 14G). A topografia representada na Figura 14H
evidencia que as particulas representadas na Figura 14G sdo constituidas por um material
mais duro, por isso a existéncia do contraste de fase. Portanto, a analise das Figuras 14G e
14H indicam possivelmente que as particulas visualizadas na superficie da biomassa séo na
verdade nanoparticulas de Cu (11).

Miyazaki, et al. (2014) estudaram a biomassa da levedura Saccharomyces
cerevisiae para a adesdo e internalizagdo de nanoparticulas funcionalizadas de latex de
poliestireno. A analise por AFM comprovou que a biomassa de levedura que ndo obteve

contato com nanoparticulas apresentou superficie aparentemente lisa enquanto que a biomassa
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de levedura que permaneceu em contato com nanoparticulas demonstrou as nanoparticulas
aderidas em sua superficie.

Chen, Wen e Wang (2014) avaliaram a superficie de Saccharomyces cerevisiae
antes e depois da biossorcédo de ion Ag (). Os seus resultados demonstraram que a superficie
da biomassa sofreu modificacdo apds contato com ions Ag (I) apresentando algumas

particulas aderidas na superficie com didametro na faixa de 100 nm e formato de elipse.
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Figura 14. Micrografia de forga atdmica da superficie da biomassa de levedura comercial Saccharomyces cerevi-
siae Perlage® BB na presenca de fons Cu (I1). (A) Contraste de fase, imagem com dimenséo de 4um. (B) Topo-
grafia, imagem com dimenséo de 4um. (C) Contraste de fase, imagem com dimenséo de 3um. (D) Topografia,
imagem com dimensdo de 3um. (E) Contraste de fase, imagem com dimensdo de 2um. (F) Topografia, imagem
com dimenséo de 2um. (G) Contraste de fase, imagem com dimensdo de 1um. (H) Topografia, imagem com
dimenséo de 1pum. Os ensaios foram realizados com duas repeticdes sob agitagdo a 200 rpm, 30°C, com concen-
tracdo metélica de 25 mg L™, 24 horas de contato e com concentracéo de 20 g L™ de biomassa por volume de

solugdo metdlica.
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5 CONCLUSAO

. Entre as linhagens utilizadas ndo foi possivel verificar nos ensaios preliminares
realizados, diferenca significativa na capacidade de biossor¢do; portanto nesta fase foi
escolhida a linhagem comercial para a continuidade dos estudos pela melhor praticidade de

utilizacdo da mesma.

. Os ensaios realizados evidenciaram que a melhor capacidade de biossorcao foi de 4,73
mg ¢’ segundo modelo de Langmuir e a melhor eficiéncia de biossorcdo foi de
aproximadamente 76%. Em relagdo as variaveis avaliadas que influenciam o processo
biossortivo, a melhor concentracao de biossorvente foi de 14 g L™, o melhor tempo de contato

foi de 3 horas, a melhor concentracdo metalica foi de 25 mg L™ e a melhor faixa de pH foi 5.

. O estudo de isotermas segundo os modelos de Langmuir, Freundlich e Dubinin-
Radushkevich evidenciou que o processo biossortivo se ajustou melhor ao modelo de

Langmuir obtendo capacidade maxima de biossorcdo de 4,73 mg g™.

. As andlises de caracterizacdo da biomassa demonstraram Ponto de carga Zero em pH
4.4 e a presenca de grupos bésicos e &cidos na biomassa de levedura Saccharomyces

cerevisiae.

. O Estudo de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier evidenciou

que houve modificacdo nos grupos funcionais da biomassa apds o contato com ions Cu (11).

. A avaliagdo da superficie da biomassa por MEV-EDS, AFM e EDX confirmaram a

presenca de cobre na superficie da biomassa.



72

6 SUGESTOES

. Avaliar outras variaveis que possam influenciar o processo biossortivo como cinética

de biossorc¢éo, influéncia de outros ions metalicos e temperatura.

. Estudar o potencial de biossorcdo da biomassa de levedura usando efluente real.

. Realizar alguns tratamentos na biomassa de levedura para aumentar a capacidade de
biossorcao.

. Analisar por Microscopia Eletrénica de Transmissdo a biomassa exposta a ions Cu (1)

com intuito de possibilitar a visualizacdo e localizacdo de possiveis nanoparticulas de Cu (11).

. Verificar se ocorreu alteracdo no estado de oxidacdo de ions Cu (Il) ap6s biossor¢do

através de Espectroscopia Fotoeletrdnica de Raios X — XPS.
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