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RESUMO

O aumento das ativades industriais intensificou a geracdo de aguas residuais com diversos
contaminantes, dentre eles, compostos de selénio em diferentes estados de oxidacdo. A
biossorcdo de ions de selénio (Se, sorvato) por biossorventes microbianos tem sido
considerada uma alternativa bastante atrativa, com destaque para Saccharomyces cerevisiae.
Essa biomassa vem sendo citada como de facil obtencdo em cultivos microbianos ja
estabelecidos e de grande disponibilidade em descartes de industrias cervejeiras. No presente
trabalho, foram avaliadas as potencialidades de biossor¢cdo de Se (Na:SeOs dissolvido em
agua pura e presente em efluente de indastria quimica) por duas cepas de S. cerevisiae
(floculante e nao-floculante), empregando o processo de biossorcdo ativo (biossorcdo em
cultivo microbiano); e por uma terceira, obtida de biomassa residual de industria cervejeira,
em processo de biossor¢ao inativo (uso de células mortas). Todos 0s ensaios foram realizados
em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio reacional e conduzidos a 30
°C com frequéncia de agitacdo de 120 min?, durante 48 h. Diferentes concentragbes de
biossorvente (2,0 a 52,5 g/L) e sorvato (7,5 a 15,0 mg/L) foram avaliadas. Nos ensaios de
biossorg¢éo inativa, foram utilizadas biomassas no estado umido, como coletadas na industria
cervejeira, € no estado seco (com pré-tratamento quimico com etanol). A maior eficiéncia (R
= 97,52%) de biossorcéo de Se com capacidade microbiana de biossorcao de Y = 1,19 mg/g,
foi observada ao empregar o processo de biossorcdo inativo, com biossorvente Umido e
solucdo de selenito de sédio comercial como sorvato. O mesmo tipo de biossorvente
apresentou maior eficiéncia para o tratamento do efluente de industria quimica (R = 83,30%),
porém com uma capacidade de biossorcao (Y = 0,12 mg/g) da ordem de 90% menor daquela
com selenito comercial. A menor concentracdo de Se atingida nesse efluente, apos
tratamento, foi de 3,9 mg/L; e mesmo com uma destacada eficiéncia na biossor¢éo, néo foi
possivel atender a legislacdo nacional (Se = 0,30 mg/L, resolucdo CONAMA 430 de 2011)
para o descarte desse material em corpos hidricos receptores. O uso do biossorvente Uimido,
residuo proveniente da industria cervejeira, combinado com residuos agricolas ou
agroindustriais (biomassa vegetal) parece ser uma boa alternativa para continuidade deste
estudo. Preferencialmente, o objetivo deve ser reduzir Se para concentracdes inferiores a 0,02
mg/L, atendendo assim, ndo s6 a legislacdo do Pais, mas, também, a legislacdo de Santa
Catarina (Decreto N° 14.250 de 1981), Estado onde se localiza a empresa quimica geradora
do efluente empregado neste trabalho.

Palavras-chave: Selénio, Biossorgéo, Biomassa, Biossorvente, Saccharomyces cerevisiae



ABSTRACT

The increase of the industrial activities intensified the generation of waste water with several
contaminants, among them, composed of selenium in different states of oxidation. The
biosorption of selenium ions (Se, sorbent) by microbial biosorbents has been considered a
very attractive alternative, especially Saccharomyces cerevisiae. This biomass has been cited
as easily obtainable in microbial cultures already established and of great availability in
discards of breweries. In the present work, the biosorption potential of Se (Na.SeOs dissolved
in pure water and present in the chemical industry effluent) was evaluated by two strains of S.
cerevisiae (flocculant and non-flocculant), using the active biosorption process microbial
culture); and by a third one, obtained from residual biomass from the brewing industry, in the
process of inactive biosorption (use of dead cells). All experiments were performed in 500 mL
Erlenmeyer flasks containing 200 mL of reaction medium and conducted at 30 ° C with shaking
frequency of 120 min for 48 h. Different concentrations of biosorbent (2.0 to 52.5 g /L) and
sorbent (7.5 to 15.0 mg /L) were evaluated. In the inactive biosorption assays, biomass was
used in the wet state, as collected in the brewing industry, and in the dry state (with chemical
pretreatment with ethanol). The higher efficiency (R = 97.52%) of Se biosorption with microbial
capacity of biosorption of Y = 1.19 mg/g, was observed when using the biosorption process
inactive, with wet biosorbent and commercial sodium selenite solution like sorbent. The same
type of biosorbent presented higher efficiency for the treatment of chemical effluent (R =
83.30%), but with a biosorption capacity (Y = 0.12 mg/g) of the order of 90% lower than that
with selenite commercial. The lowest Se concentration reached in this effluent, after treatment,
was 3.9 mg/L; and even with a high efficiency in biosorption, it was not possible to comply with
the national legislation (Se = 0.30 mg / L, resolution CONAMA 430 of 2011) for the disposal of
this material in receiving water bodies. The use of biosorbent moist, residue from the brewing
industry, combined with agricultural or agroindustrial residues (vegetal biomass) seems to be
a good alternative for the continuity of this study. Preferably, the objective should be to reduce
if at concentrations below 0.02 mg/L, thus taking into account not only the legislation of the
Country, but also the legislation of Santa Catarina (Decree No. 14.250 of 1981), State where
locates the chemical company that generates the effluent used in this work.

Key words: Selenium, Biosorption, Biomass, Biosorbent, Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

A crescente fiscalizacdo dos 6rgdos governamentais em relacdo ao impacto
ambiental negativo que pode ser causado por diferentes poluentes tem despertado o
interesse no desenvolvimento e aplicacdo de técnicas, capazes de promover a
remocao, contencdo ou reducao das suas concentracdes para destinacéo final de
residuos solidos e liquidos.

Os tratamentos convencionais usados para remover metais de efluentes
industriais incluem: precipitacédo, coagulacdo, redugéo, processos com membranas,
troca idnica e adsorcdo. Entretanto, a aplicacdo de tais processos normalmente
apresenta elevado custo e restricdo, uma vez que ndo podem garantir que a
concentracdo dos metais esteja dentro dos limites requeridos pelos padrées
regulatérios, estabelecidos pelos érgaos ambientais. Por este motivo, tem se buscado
novas alternativas de tratamento, as quais sejam eficientes e mais baratas que os
processos ja utilizados. Uma boa proposta de tratamento para esses residuos seria o
processo de biossorcéo, o qual consiste em adsorver os metais pesados encontrados
nos efluentes através de materiais biolégicos (BURATTO et al., 2012).

A reducédo da concentracdo de diversos poluentes em efluentes industriais
empregando métodos microbianos tém sido avaliado por diversos autores, como por
exemplo, a biossor¢ao de zinco (PANKIEWICZ et al., 2017), cobre (DI CAPRIO et al.,
2014), manganés (FADEL et al., 2017), cadmio (VINOPAL et al., 2007), cromo
(BILLERBECK, 2013), arsénio (ACOSTA et al, 2013), teltrio (RAJWADE &
PAKNIKAR, 2003) e selénio (PEREZ-CORONA et al., 1997; SUHAJDA et al., 2000;
PONCE DE LEON et al.2002; ORABY et al., 2015; KHAKPOUR et al. 2014), dentre
outros.

O selénio é conhecido como um elemento-traco essencial a vida para muitos
organismos, inclusive para 0 homem; porém, por ser bioacumulativo, pode se tornar
toxico em concentragcbes maiores daquela tolerdvel pelos diferentes tipos de
organismos (FOOD AND NUTRITION BOARD, 2000).

Compostos inorganicos de selénio sollveis em agua, principalmente selenito e
selenato, apresentam alta toxicidade ao meio ambiente (SANTOS et al., 2015). Vérias
aguas residuais contendo selénio necessitam ser tratadas para reduzir o seu efeito
toxico e atender os limites legais impostos pelos 6rgdos de fiscalizagdo para a sua

descarga em corpos hidricos receptores.
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O grupo de organismos capazes de contribuir com o tratamento de aguas
residuais para a reducdo da concentracdo de varios metais e de semi-metais por
biossorcdo, incluem varios micro-organismos (bactérias, microalgas, fungos e
leveduras) e alguns vegetais macroscopicos como algas, gramineas, plantas
aquéticas, etc. O interesse do uso desse tipo de processo para o0 tratamento de
efluentes é comumente justificado por considerar a técnica de biossorcdo de baixo
custo em comparacdo a outros tipos de tratamento, principalmente aqueles que
necessitam de grandes quantidades de produtos quimicos para tratar grandes
volumes de efluentes (SCHNEIDER, 1995).

Saccharomyces cerevisiae tem sido investigada por varios autores na
biossorcdo de diferentes tipos de poluentes toxicos, dentre eles chumbo
(GOKSUNGUR et al., 2005), cromo (PARK, 2005), cadmio (RIBEIRO, 2009), cobre
(DI CAPRIO et al., 2014), zinco (VINOPAL et al., 2007), antiménio (MARCELLINO et
al., 2008), manganés (FADEL et al., 2017) e selénio (PEREZ-CORONA et al., 1997;
GHARIEB & GADD, 2004; KHAKPOUR et al., 2014; PANKIEWICZ et al., 2017).

Embora S. cerevisiae possa ser considerada um biossorvente inferior em
comparacao a capacidade de biossorcdo de algumas bactérias (WANG & CHEN,
2006), o seu emprego tem sido justificado devido as suas caracteristicas peculiares.
Sao mais faceis de cultivar do que a maioria das bactérias e permitem altos
rendimentos em biomassa; sdo amplamente utilizados em uma variedade de
processos de fermentacdo industrial e, em consequéncia disto, possuem facil
aceitacdo pelos 6rgaos de fiscalizagcdo ambiental devido ao seu carater biol6gico
seguro, visto ndo serem associadas a patégenos (KHAKPOUR et al., 2014).

Visando contribuir com o estudo do emprego de biomassa microbiana na
biossorcdo de selénio, quimicamente um semi-metal, buscou-se avaliar, neste
trabalho, a potencialidade do uso de S. cerevisiae como biossorvente, tanto na sua
forma ativa (células vivas) quanto no estado inativo (células mortas). Duas linhagens
comerciais do micro-organismo foram utilizadas na biossor¢cao ativa e uma outra,
obtida de descarte de industria cervejeira, na biossor¢do inativa. Diferentes

concentracdes de biomassa (biossorvente) e selénio (sorvato) foram avaliadas.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia do uso de diferentes linhagens de Saccharomyces
cerevisiae na biossorcdo de selénio e indicar, dentro das condicbes experimentais
avaliadas, aquela de maior potencial para uso no tratamento de efluente industrial

contendo até 30 mg/L de Se.

1.2 Objetivos Especificos

a) Estabelecer a cinética de biossorcdo ativa de ions Se provenientes de selenito de
sédio comercial e de compostos de selénio dissolvidos em efluente de industria
quimica utilizando cultivo de duas linhagens comerciais de S. cerevisiae em meio
de cultura definido e determinar a eficiéncia e capacidade de biossorcdo em cada

caso.

b) Determinar a eficiéncia e capacidade de biossor¢cdo nos ensaios de biossorcao
inativa (uso de céluas mortas nas formas de biomassa Umida e de biomassa seca)
de ions Se provenientes de selenito de sédio comercial e de compostos de selénio
dissolvidos em efluente de industria quimica utilizando biomassa (S. cerevisiae)

descartada de industria cervejeira.

c) Comparar as eficiéncias e capacidades de biossor¢céo ativa com as de biossorcdo
inativa e indicar a de maior potencial para o tratamento de efluente de industria
quimica contendo até 30 mg/L de ions Se; bem como as concentracbes de

biossorvente e sorvato mais adequados para 0 processo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Selénio

O selénio € um elemento ndo-metal, do grupo 6A, da familia dos calcogénios.
Pode ser encontrado na natureza em diversos estados de oxidacao, incluindo selenato
(Se0Q4 2), selenito (Se03%), selénio elementar (Se% e seleneto (Se?). Em solos
alcalinos bem arejados é comum o selénio aparecer na forma de selenato (SeOs?%), a
qual é predominantemente absorvido pelas plantas. Em terras acidas ou com pH
préximo a neutralidade, o elemento frequentemente se apresenta como selenito,
podendo estar fixado ao ferro (Fe) e formar complexos com a matéria organica (FARIA
& KARP, 2015).

Quimicamente, selénio € classificado como semimetal, elemento que tem
aparéncia e propriedades fisicas de um metal, porém apresenta comportamento
quimico de um ametal. E semelhante ao enxofre em termos de propriedades quimicas.
Se (VI) e Se (IV) sao os estados mais comuns em sistemas aquosos (HE et al., 2018;
ULLAH, 2018).

De acordo com a Selenium-Tellurium Development Association (STDA, 2007),
5% da demanda mundial de Se tém sido utilizada para fins biolégicos e agricolas pela
incorporacao, em quantidades-traco, na dieta humana como suplemento para controle
de doencas, nos alimentos dos animais e produtos veterinarios para prevencao de
doencas em crescimento e nos fertilizantes, para correcdo de solos deficientes do
elemento.

A producéo global de selénio é estimada entre 2.500 e 2.800 toneladas por ano.
Japédo (551 toneladas), Canada (384 t), Bélgica (200 t) e Alemanha (100 t) sdo os
principais produtores (MEHDI et al., 2013 ).

O selénio é liberado no meio ambiente a partir de fontes naturais e
antropogénicas, e pode ser encontrado em praticamente todos os tipos de ambientes
naturais, particularmente em locais geoquimicos como vulcbes e varios tipos de
rochas igneas e sedimentares sujeitas a mineracéo. O ciclo biogeoquimico do selénio
se desloca de rochas, sedimentos e solos para as aguas, onde entra nas plantas,
animais ou humanos através da cadeia alimentar. O ciclo de selénio torna-se completo

através da atividade e degradacdo dos organismos, permitindo a incorporacao de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975016300623#bb0500
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selénio nos sedimentos e, finalmente, a depdsitos de rochas. Assim, a distribuicdo de
selénio no meio ambiente € afetada por uma variedade de processos fisicos, quimicos
e biologicos. A figura 1 ilustra o ciclo do selénio e retrata a mobilizacdo natural e

antropolégica do selénio para fontes de agua (TAN et al., 2016).

Figura 1 - Diagrama esquematico do ciclo global de selénio e transporte no meio ambiente.

coal
4 corsumption

Volatile Se *

sea salt aerosols

biogenic
volatilization

Fonte: TAN et al., 2016

Naturalmente, o Se pode ser encontrado em grandes quantidades em minérios,
rochas sedimentares, combustiveis fosseis e solos de faixas vulcanicas. Fontes
antropogénicas incluem producdo industrial e agricola, mineragdo, combustdo de
carvao, producao de inseticida, extracdo de metal, refino de petrdleo, fabricacdo de
vidro e fotocélulas (ULLAH et al., 2018).

A abundéancia do selénio no meio ambiente € varidvel. Pode ser encontrado
naturalmente na agua, predominantemente como selenato (Se*®) e em menor
extensdo como selenito (Se*4). Como resultado de atividade biolégica, pode também

ser encontrado na forma de seleno-compostos organometilados. Em organismos
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vivos, compostos como selenocistina (SeCys), selenometionina (SeMet),
selenotionina e trimetilsélenio (TMSe) podem ser encontrados (CRISPINO, 2005).

Na dieta humana, conforme destacam Gharieb & Gadd (2004), o selénio é
adquirido a partir de fontes nutricionais como plantas, graos, cereais, carnes e paes.
O fermento de panificacdo, Saccharomyces cerevisiae, é citado pelos autores como
bioacumulador e fonte nutricional de selénio.

A estreita faixa entre teores benéficos e toxicos de Se, pode implicar em
beneficios ou danos a saude humana. Em humanos, o selénio tem um dos intervalos
mais estreitos entre a deficiéncia dietética (<40 ug por dia) e os niveis toxicos (>400
Mg por dia) (LEVANDER apud WINKEL, 2012). A legislacéo brasileira estabelece na
Resolucdo n°® 269, de 22 de setembro de 2005 da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005), que a ingestdo diaria recomendada de selénio
para adultos é de 34 ug.

O selénio desempenha um papel benéfico em muitas funcdes biolégicas, como
na sintese e manifestacdo das selenoproteinas, nas acdes antioxidantes de
organismos, no sistema imunologico e no processo metabdlico da regulacdo dos
horménios tireoidianos (ULLAH et al., 2018). Quando em excesso, foi verificado estar
relacionado com a “doenca da alcalinidade”, atualmente denominada de “selenosis”
(NANCHARAIAH & LENS, 2015).

A “selenosis” pode resultar em varias doencas em seres humanos,
principalmente relacionadas a doencas nervosas ou dérmicas, perda de cabelo, pele
e unhas defeituosas, podendo ainda, causar paralisia (ULLAH et al., 2018).

A toxicidade e a essencialidade do Se no meio ambiente dependem da sua
concentracéo e estrutura quimica. Como regra geral, Corona et.al (1996) evidenciam
gue as espécies inorganicas selenito e selenato sdo mais toéxicas que as espécies
organicas e Se (IV) é mais toxico do que Se (VI). No entanto, por ser bioacumulativo,
a concentracdo de selénio pode aumentar ao longo da cadeia trofica. Os niveis
especificos, representando ou ndo, uma ameaga aos seres humanos ou ao meio
ambiente ainda néo estdo bem estabelecidos (SANTOS et al., 2015).

De acordo com a US Environmental Protection Agency (EPA), a concentracao
de selénio total em efluente tratado ndo pode ultrapassar o limite de 5 pg/L. No Brasil,
a Resolucdo n° 430 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (2011),
Ministério do Meio Ambiente, a qual trata do lancamento de efluentes de qualquer

fonte poluidora em corpo receptor, tem como padrdo para o Se total a concentragéo
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méxima de 0,30 mg/L. Entretanto, no Estado de Santa Catarina, o decreto 14.250 de
5 de Junho de 1981, que regulamente a Lei n°® 5.793, limita esse valor em 0,02 mg/L.

Para atender a esses padrdes, as aguas residuais contaminadas com selénio
(provenientes da induastria, escoamento agricola ou mineracdo, dentre outros)
requerem tratamentos adequados, a fim de minimizar o impacto ambiental negativo
sobre os recursos hidricos naturais. A remocao de selénio de solu¢des aquosas pode
ser complexa e cara, devido aos altos volumes gerados, baixas concentracdes
(poucos mg/L ou, frequentemente, na faixa de ug/L) e devido a variedade de tipos de
Se existentes na agua (SANTOS et al., 2015).

2.2 Biossorcao

Os métodos para remoc¢do de ions metalicos da solu¢cdo aquosa consistem
principalmente em tecnologias fisicas, quimicas e biologicas. Tecnologias
convencionais, tais como precipitacdo quimica, coagulacado, extracdo por solventes,
filtracdo por membranas, osmose reversa, estdo sendo usadas para a remocao de
ions de metais pesados de efluentes. Esses métodos tradicionais de remocao de
metal apresentam uma certa desvantagem (remocdo incompleta de metal, alta
exigéncia de reagentes e energia, geracdo de lodo téxico ou outros residuos). A
maioria desses métodos é frequentemente ineficaz ou caro quando a concentracao
de metais pesados é maior (10 - 100 mg/ L) do que a concentracao permissivel inferior
almg/L), oquerequerum alto custo quando usados para descartar metais pesados
de efluentes aquosos. O aumento da conscientizagdo ambiental e das restricbes
legais impostas a descarga de efluentes sdo fatores importantes para o uso de
tecnologias alternativas de baixo custo (ABBAS, et al., 2014)

A biossor¢cdo pode ser definida como a remocao/ligagdo de substancias
desejadas de solucéo por material biol6gico. Essas substancias podem ser organicas
e inorganicas e em formas sollveis ou insoluveis (GADD, 2009).

Segundo Febrianto et al. (2009), a biossorcédo € considerada um processo
fisico-quimico rapido onde a taxa de remocao do sorvato € governada pelo tipo de
biossorvente. Biossor¢céao pode ser definida como um termo coletivo para um namero
de processos de acumulagédo passiva que, em qualquer caso particular, pode incluir

troca ibnica, coordenacdo, complexacao, quelagéo, adsor¢cao e micro precipitacao.
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Na literatura, as propriedades de biossor¢cao de uma ampla gama de biomassas
naturais tém sido geralmente testadas para o tratamento de aguas residuais,
especialmente quando a concentracdo do poluente é menor que 100 mg/L e onde o
uso de outros métodos de tratamento séo ineficazes e muito caros (MICHALAK et al.,
2013).

As vantagens do processo de biossor¢cdo em comparacao a outros processos
de tratamento de efluentes, como precipitacdo quimica, filtragho com membranas e
adsorcdo em carvao ativado e zedlitas, incluem baixo custo de operacao, baixo custo
de aquisicdo dos materiais, baixas quantidades de lodo gerado, alta eficiéncia para a
sorcdo de ions metalicos com possibilidade de recuperacdo de compostos de
interesse e processo de simples operacdo (CHOJNACKA, 2019; GUPTA et al., 2018;
JOBBY et al., 2018).

Biomateriais potenciais indicados como biossorventes de alta capacidade na
reducdo de poluentes incluem residuos vegetais da agricultura (DAI et al., 2018), algas
(GUPTA et al., 2019) e diferentes espécies de micro-organismos (JOBBY et al., 2018;
HE et al., 2018; VIJAYARAGHAVAN & BALASUBRAMANIAN, 2015).

A biossorcao de sorvatos como terras raras, metais pesados, nitrogénio e
fésforo, corantes, antibiéticos, pesticidas, compostos aromaticos, 6leo e gases tem
sido avaliada por muitos pesquisadores (DAl et al., 2018; GUPTA et al., 2018;
MICHALAK et al., 2013; WANG et al., 2008).

A biossorcéo é considerada eficiente e aplicavel na remocéao e recuperacao de
varios metais (ATKINSON et al., 1998; VOLESKY & HOLAN, 1995). Para Wang e
Chen (2008), grandes quantidades de metais podem ser acumuladas por uma
variedade de processos dependentes e independentes do metabolismo do organismo
biolégico. A biomassa ativa ou inativa, bem como produtos celulares, como
polissacarideos podem ser usados para remocao de metais.

Ozer & Ozer (2003), explicam que a biossor¢cdo microbiana refere-se a
diferentes modos de absor¢céo de metal ndo ativo pela biomassa microbiana, onde o
sequestro do sorvato pelo biossorvente pode ocorrer por adsorgdo, troca ibnica,
coordenacao e complexacéo, dentre outras formas de ligacao.

Ribeiro (2009) evidencia que a biossor¢cdo € um importante componente no
tratamento de efluentes e envolve o desenvolvimento de bioprocessos flexiveis, como
a possibilidade de reutilizacdo de biomassa industrial de cervejarias e destilarias,

tornando este estudo atrativo.
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As paredes celulares de biomassa, constituidas principalmente por
polissacarideos, proteinas e lipidios, oferecem varios grupos funcionais que podem
se ligar a ions metalicos, como os grupos carboxilato, hidroxila, sulfato, fosfato e amino
(GOKSUNGUR et al.,2005).

Barros (2006) explica que o processo de biossor¢cdo envolve uma fase sélida
(biossorvente ou sorvente) e uma fase liquida (normalmente aquosa) contendo uma
espécie dissolvida (biossorvato ou sorvato), comumente ions metalicos. Este
processo € continuo, até que ocorra o equilibrio entre a concentracdo do sorvato
dissolvido na solucdo e a concentragcdo do sorvato presente no biossorvente
(concentracdo de equilibrio ou final) promovida pela saturacdo do sorvato sobre o
biossorvente.

Assim, o0 termo biossor¢cdo pode descrever qualquer sistema, em que uma
superficie sélida de uma matriz biologica, interage com um sorvato resultando na
diminuicdo de sua concentragao dissolvida em solugéo (GADD, 2009).

Para Ahalya et al. (2003) a estrutura complexa dos micro-organismos implica
gue existem muitas maneiras de o metal ser sorvido pela célula microbiana. Os
mecanismos de biossorcdo sdo diversos e ndao sédo totalmente compreendidos,
podendo ser classificados de acordo com varios critérios. De acordo com a
dependéncia do metabolismo das células, os mecanismos de biossor¢cdo podem ser
classificados em metabolismo-dependente e ndo-dependente; de acordo com o local
onde o metal removido da solucéo € absorvido, a classificacéo é feita em acumulacéo
extracelular, sorcdo na superficie celular e acumulo intracelular.

Para Mack et al. (2007), o pH da solucéo contendo o sorvato é considerado um
dos mais importantes fatores ambientais que afetam o processo de biossorcéo.

Chojnacka (2010) cita, além do pH, outros fatores importantes na biossorc¢éo,
tais como, tipo e concentracdo do biossorvente e do sorvato, modo de biossorgao (por
suspensao microbiana ou por biomassa imobilizada) e presenca de outros cations e
anions. Para o autor, o pH determina a protonagéo ou desprotonacdo dos sitios de
ligagcdo dos ions metdalicos e influencia, assim, na disponibilidade de sitios para
biossorcdo. Em pH acidos é possivel liberar ions metéalicos do local de ligacédo. Esta
propriedade € usada para a recuperacdo de cations metalicos e regeneracédo do
biossorvente.

Segundo Wang (2006), a capacidade biossortiva dos cations metalicos

aumenta com o aumento do pH do sistema de sor¢do. Por outro lado, um valor de pH
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muito alto pode causar precipitacdo de complexos metalicos, por isso deve ser evitado
durante o processo.

Um processo de biossor¢cdo bem-sucedido requer a preparacdo de um bom
biossorvente. O processo comeca com a selecéo de varios tipos de biomassas. O pré-
tratamento e a imobilizagdo podem ser feitos para aumentar a eficiéncia da biossorgéo
do metal (ALLURI et al., 2007).

Ao determinar a viabilidade para a aplicacdo de um determinado biossorvente,
a capacidade maxima do agente para sequestrar metais em sua superficie podera
contribuir, consideravelmente, para a redugcdo do custo total do processo. A
capacidade de biossorcdo é definida como a unidade de massa de biomassa (ou
volume de biossorvente) necessaria para reduzir uma unidade de massa do sorvato
por ciclo de tratamento, que por sua vez determina a quantidade de lodo gerado para
o descarte, bem como o custo e o tipo de transporte necessario. Mesmo que um
biossorvente possa ser adquirido sem custo de compra, como em biomassas residuais
descartadas por industrias de bebidas e de alimentos, o volume necessario para ser
transportado pode tornar os custos do processo demasiadamente caros. Como em
qualguer processo industrial, quanto mais proxima a fonte da matéria-prima
(biomassa) for do ponto de aplicacdo, mais factivel o processo se torna (ATKINSON,
1998).

2.2.1 Biossorcao ativa

Entende-se por biossorcao ativa como a sor¢cao de desejadas substancias de
solucéo aquosa por organismos vivos. A biossorcédo ativa esta diretamente ligada ao
metabolismo do biossorvente (MICHALAK et al., 2013).

Varios organismos vivos como vegetais, algas e micro-organismos, degradam
metabolicamente diferentes poluentes organicos e podem absorver, transportar,
complexar ou reduzir ions de metais, metalbides e radionuclideos, transformando-os
em compostos de menor impacto ambiental negativo (FOMINA & GADD, 2014).

No caso da biomassa ativa, a bioacumulacdo, processo pelo qual ocorre a
remocao dos metais pesados dos efluentes, esta direcionada ao sistema de defesa
do micro-organismo, que reage na presenca da espécie metdlica toxica. A interacédo
entre o metal pesado e o micro-organismo se da por meio do metabolismo do micro-
organismo (BARROS et al., 2017)
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2.2.2 Biossorc¢ao inativa

A biossorcao inativa é definida por Chojnacka & Mikulewicz (2019) como um
processo de ligacdo de ions de solucdo aquosa a grupos funcionais quimicos
presentes na superficie da parede celular de biomassa inativa.

Para Abbas et al. (2014), a remocéo de metal por células ndo vivas acontece
principalmente por um processo passivo, que é independente do metabolismo e
procede rapidamente por qualquer um ou por uma combinacdo de mecanismos de
ligacéo, tais como complexacao, troca idnica, adsorc¢ao fisica etc. O autor explica que
0 uso de materiais mortos tem destacadas vantagens em comparacdo ao uso de
biomassa viva: ndo existe a necessidade de crescimento do micro-organismo
descartando a necessidade de meios de cultivo e estes materiais estdo, na maioria
das vezes, disponiveis como residuos ou subprodutos de diversas industrias.

Segundo Goksungur et al. (2005), a biomassa inativa apresenta, ainda, a
vantagem de poder ser armazenada ou usada por longos periodos a temperatura
ambiente, sem que ocorra a perda da sua eficiéncia de biossorcao.

De acordo com Brady et al. (1994), ao contrario de biomassa inativa, as células
vivas sdo propensas aos efeitos toxicos dos efluentes, o que pode resultar em morte
celular e significativa reducao da sua capacidade de biossor¢cdo durante o processo.
Para os autores, cada biossorvente possui um conjunto Gnico de propriedades de
ligacdo de poluentes. Sendo assim, células inativas podem possuir parametros de
acumulacao de metal muito diferentes em comparacao as células ativas.

O uso de biomassa inativa € uma alternativa preferencialmente empregada na
maioria dos estudos relatados de remocdo de metais, com vantagens resumidas
como: auséncia de limitacbes de toxicidade, auséncia de requisitos para meios de
crescimento e nutrientes na solucdo de alimentacdo, facil absorcéo e recuperacao de
metais biossorvidos, facil regeneracéo e reutilizagdo de biomassa, possibilidade de
facil imobilizacao de células inativas e modelagem matematica mais facil da absorcéo
de metais (FOMINA & GADD, 2014).
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2.2.3 Mecanismos de biossorc¢ao

Em geral, a biossorcao pode ser dividida em mecanismos de sor¢céo quimica e
fisica. Mecanismos quimicos incluem quelacéo, microprecipitacdo e microreducao,
enquanto mecanismos fisicos geralmente envolvem forcas eletrostéticas ou troca
ibnica (MACK et al., 2007). Para Ozer e Ozer (2003), existem trés categorias gerais
gue descrevem 0 processo biologico de remocédo de ions metalicos da solucéo:
biossorcdo (adsorcdo) de ions metalicos na superficie de um micro-organismo,
captacao intracelular de ions metélicos e transformacao quimica de ions metalicos por
micro-organismos.

Os micro-organismos podem responder ao estresse por metais pesados, por
meio de processos como 0O transporte através da membrana celular, biossor¢cao a
parede celular e aprisionamento em capsulas extracelulares, precipitacéo,
complexacao e reacOes de reducao da oxidacdo (ABBAS et al., 2014).

O transporte do metal através da membrana celular produz acumulagéo
intracelular, que depende do metabolismo da célula e esse tipo de biossor¢cao pode
ocorrer apenas com células viaveis. E frequentemente associado a um sistema de
defesa ativo do micro-organismo, que reage na presenca de metal toxico (AHALYA et
al., 2003).

Os mecanismos envolvidos no processo de biossorcédo diferem quantitativa e
qualitativamente de acordo com as espécies utilizadas, a origem da biomassa e seu
processamento. S80 6 mecanismos diferentes que funcionam em sinergismo:
complexacao (formacdo de um complexo a partir da associacdo de duas espécies);
coordenacao (ligacdo covalente de um atomo central com outros atomos;); quelacao,
(complexos formados por um composto organico sao unidos ao metal por pelo menos
dois sitios); troca i6nica, (formacdo de espécies moleculares através do intercambio
de ions); adsorcdo (sorcdo através da superficie do tecido organico); precipitacdo
inorganica (alteragdo no meio aquoso levando a uma precipitacdo do despejo) ( DA
SILVA et al., 2014).

A estrutura complexa da biomassa implica que existem muitas maneiras pelas
guais esses biossorventes removem varios poluentes, mas para Abbas et al. (2014),
estes ainda n&o séo totalmente compreendidos, portanto, o mecanismo de absor¢ao
dos ions metalicos € considerado um processo de dificil compreensao. Varios fatores

sao encontrados para influenciar o mecanismo da biossor¢cao de metais: o estado da
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biomassa (viva ou nado viva); tipos de biomateriais; propriedades da quimica de
solugdes metalicas; e condigdes ambientais como pH, temperatura, etc.

A variedade de componentes estruturais presentes na biomassa usada nos
processos de biossorcdo, possibilita também uma grande variedade de grupos
funcionais que sdo capazes de interagir com 0s metais pesados realizando a uniédo
destes a superficie do ligante (BARROS et al., 2017).

A biossorcéo refere-se a diferentes modos de absorcéo de metal pela biomassa
microbiana, onde o sequestro de metal pelas células pode ocorrer por adsor¢éo, troca
ibnica, coordenacgdo, complexacéo, etc. A difusdo do ion metalico da solugdo em
massa para os sitios ativos do micro-organismo ,na biomassa ndo viva, ocorre
predominantemente por mecanismos de transporte passivos. Inicialmente, ions
metalicos se difundem para a superficie da célula microbiana, onde se ligam aos sitios
ativos na superficie celular formados pela presenca de varios grupos quimicos, como
carboxilato, hidroxila, amino e fosfato, que exibem afinidade pelos ions metalicos. Nas
células vivas, a troca i6nica pode ser seguida pela absorcdo dependente do
metabolismo, no qual o metal é transportado para as células (OZER & OZER, 2003).

Para Ahalya et al. (2003) existem varios grupos quimicos que atraem e
sequestram 0s metais em biomassa: grupos acetamido de quitina, polissacarideos
estruturais de fungos, grupos amino e fosfato em acidos nucléicos, amido, amino,
sulfidrila e grupos carboxila em proteinas, hidroxilas em polissacarideo e
principalmente carboxilas e sulfatos em polissacarideos de algas marinhas
pertencentes as divisdes Phaeophyta, Rhodophyta e Chlorophyta.

As paredes celulares de biomassa sdo constituidas principalmente de
polissacarideos, proteinas e lipideos, que oferecem muitos grupos funcionais e podem
se ligar aos ions metalicos, tais como grupos carboxilato, hidroxilo, sulfato, fosfato e
amino (GOKSUNGUR et al., 2005)

2.3 Biossorventes

Residuos agroindustriais, micro-organismos como bactérias, fungos, leveduras
e algas podem ser utilizados como biossorventes. Estes, possuem propriedades
sequestradoras de metais e podem ser utilizados para diminuir a concentracéo de ions
de metais pesados em solucéao, de ppm para ppb (ABBAS et al., 2014; FEBRIANTO
et al., 2009).
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Estudos recentes de biossorgéo focaram a aten¢cdo em materiais residuais, que
sao subprodutos ou materiais residuais de operacdes industriais de larga escala
(AHALYA et al., 2003).

Para usos industriais em grande escala, o biossorvente deve estar prontamente
disponivel e ter boa relacéo custo-beneficio, e pode vir de: (i) residuos industriais, que
poderiam estar disponiveis gratuitamente ou a baixo custo; (ii) organismos facilmente
obtidos em grandes quantidades na natureza; e (iii) organismos que podem ser
cultivados facilmente para propositos de biossor¢cdo (FOMINA & GADD, 2014).

Bactérias sdo usadas como biossorventes devido ao seu pequeno tamanho,
ubiquidade e capacidade de crescer sob condi¢cdes controladas, e sua resisténcia
contra uma ampla gama de condicbes ambientais variaveis. Espécies de bactérias
tais como Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Escherichia, Micrococcus, etc.,
foram testadas para absorcdo de metais ou organicos (ABBAS et al., 2014).

Shamim (2018) em seu trabalho, cita que a Saccharomyces cerevisiae é a
levedura mais empregada nos estudos de biossorcdo. O autor cita as diferentes
formas do micro-organismo ja estudadas, incluindo, células vivas, células mortas,

biomassa residuais e imobilizada.

2.4 Leveduras como bhiossorventes

Saccharomyces cerevisiae € um dos micro-organismos eucarioticos mais
estudados em biologia molecular e celular. No geral as células de levedura tém uma
parede celular, membrana citoplasmatica, citoplasma e inclusdes, um unico nucleo,
mitocbndria, reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi, vacuolos, citoesqueleto e
glicocalice. A levedura ndo possui flagelos, mas possui a maioria das outras organelas
eucaridticas. E o micro-organismo por tras do tipo mais comum de fermentac&o, que
se reproduz por um processo de divisdo conhecido como brotamento. As células de
S. cerevisiae sdo arredondadas a ovoides, e possuem de 5 a 10 um de diametro
(WANG & CHEN, 2006).

Normalmente, leveduras séo faceis de cultivar, produzem altos rendimentos de
biomassa e podem ser manipulados geneticamente e morfologicamente. Esses micro-
organismos sao amplamente utilizados em uma variedade de processos de
fermentacdo em escala industrial (KIELISZEK et al., 2015; WANG & CHEN, 2008).
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Saccharomyces cerevisiae € utilizada na producdo de alcool etilico por
fermentacdo, como também em panificacdo. O Brasil, com uma producdo em torno
de 13 bilhdes de litros por ano, € o maior produtor mundial de etanol por via
fermentativa. E pratica comum nas industrias de producéo de etanol por processo de
batelada repetida a sangria do “creme de levedura”, que consiste em retirar parte da
biomassa celular acumulada no tanque de fermentagéo por centrifugacdo. Desta
forma, o micro-organismo € uma fonte excedente do processo de fermentacéo e pode
ser utilizada como biossorvente em processos de separacdo fisica (FERREIRA et al.,
2007).

Apesar da capacidade inferior de biossorcdo de metal de S. cerevisiae em
comparacdo a de outros micro-organismos, trata-se de um biomaterial Unico na
pesquisa de biossorcdo e aplicacdo pratica. De acordo com Ghorbani (2008), o
biossorvente S. cerevisiae pode ser facilmente aceito pelo publico quando aplicado na
pratica, uma vez que pode ser usado em larga escala com baixo custo, especialmente
para o tratamento de grande quantidade de efluentes contendo contaminantes
(sorvatos) em baixas concentracdes. Ainda, S. cerevisiae € indicada como organismo
modelo ideal para estudar a cinética de biossor¢do na remocao de varios elementos
quimicos, especialmente para investigar as interacdes sorvato-biossorvete em nivel
molecular (GHORBANI et al., 2008; WANG & CHEN,2006).

De acordo com Wang e Chen (2006), chumbo, cadmio, cobre, zinco, cromo,
niquel, prata e uranio foram os metais mais estudados em processos de biossor¢ao
por S. cerevisiae, seguidos por cobalto, molibdénio, ferro, manganés, radio, selénio,
aluminio, lantanideos e metais preciosos. Deve-se notar que S. cerevisiae pode
distinguir diferentes metais com base em sua toxicidade, tais como selénio [Se (IV) e
Se (VI) ], antiménio [Sb (lII) e Sb (V) ] e mercurio [CHsHg e Hg (1) ].

Para Kieliszek et al., (2015), a ligacdo extracelular do selénio € baseada na
quimissorgcdo. Este processo envolve a formagdo de ligagdes idGnicas ou a
complexacdo de ions selénio por biopolimeros da parede celular da levedura, tais

como grupos ativos de proteinas, fosfolipidios ou polissacarideos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Ensaios de Biossor¢cao

Foram realizados 22 ensaios de biossorcao, dentre os quais 4 foram com
biossor¢éo ativa (células vivas) e 18 com biossorcao inativa (células mortas). Em 14
desses ensaios foi empregado como sorvato solugcdo estoque de selenito de sodio
(Na2Se0Os3) e nos demais, selénio total dissolvido em efluente industrial coletado em
indUstria quimica da regidao de Joinville. O objetivo dos ensaios com solucédo de
Na2SeOs foi indicar qual a melhor condi¢cdo de emprego da biomassa (ativa ou inativa)
para avaliagdo posterior nos ensaios de biossor¢cdo de Se em efluente industrial.

Os ensaios foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo
200 mL de meio reacional (volume de trabalho). Os frascos foram acondicionados em
agitador orbital (shaker) CERTOMAT-U com frequéncia de agitacdo de 120 mint e
temperatura de 30 °C.

3.1.1 Preparo da solucéo-estoque de selénio

A solucao-estoque foi preparada a partir da diluicdo de 1000 mg de Na2SeOs
98% (produto comercial Incasa, lote 112-033/17) em 1000 mL de agua deionizada.
Apods preparo, a solucéo de selenito foi acondicionada em frasco de vidro ambar de
1L com tampa roscada e conservada em refrigerador (4 °C), para posterior uso nos

ensaios de biossorgao.

3.1.2 Coleta e caracteriza¢ao do efluente de industria quimica

Amostras do efluente industrial contendo selénio foram coletadas diretamente
no tanque existente na Estacdo de Tratamento de Efluentes da empresa. Trata-se de
um tanque com volume aproximado de 3000 L que recebe todas as solu¢gbes-aquosas
residuais da linha de fabricacdo de compostos de selénio. Atualmente, os produtos a

base de selénio produzidos pela empresa, sdo: Selenato de Sodio, Selenito de Sédio
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Anidro, Selenito de Sédio Solugéo, Selenito de Zinco, Selénio Granulos 99% e 99,5%
e Selénio Metalico em P6 (200 mesh).

A composicao do efluente no tanque receptor da ETE é normalmente alterada
em funcdo do produto em fabricacdo. A empresa quimica ndo repassou detalhes
técnicos relativos a essas producdes (fluxograma operacional, matérias-primas,
tratamentos e recuperacdes de sub-produtos) e tampouco permitiu que fosse

realizado a caracterizacdo quimica do efluente.

3.1.3 Coleta e caracterizacdo do efluente de indUstria cervejeira

O efluente contendo biomassa microbiana (S. cerevisiae) foi coletado de uma
industria cervejeira da regido de Joinville, Santa Catarina. A coleta do material foi
realizada apés o término da fermentacdo, decantacéo natural da biomassa e remocéao
da cerveja, onde o efluente contendo a levedura que € enviado diretamente para uma
estacdo de tratamento de efluente. Como a industria comercializa diferentes tipos de
cervejas com diferentes matérias primas e tipo de levedura (fermento), inicialmente foi
realizado um levantamento da producdo anual dessas cervejas e selecionadas
aguelas de maior producdo. Durante um més de producdo, foram estimados o0s
volumes de efluentes gerados em cada caso e quantificada a biomassa microbiana
presente no efluente. O fermento residual utilizado como biossorvente foi escolhido a
partir da cerveja com maior geracdo de efluente na industria.

As amostras foram coletadas em frascos plasticos, previamente sanitizados,
diretamente da saida do tanque fermentador e armazenadas sob refrigeracéo, por no
maximo, 24 h e caracterizado posteriormente.

A determinacdo da concentracdo microbiana (em massa seca) no efluente de
cerveja foi determinada por gravimetria com base na norma ASTM E871-82 (ASTM,
2013). Cinco amostras de 500 mL do efluente, cada uma delas coletada em dias
aleatorios de producdo, foram analisadas. Apos a coleta, foi realizada a
homogeneizacdo de cada uma das amostras em agitador magnético, seguido da
leitura do pH em pHmetro de bancada Gehaka (modelo PG1800) e, entéo, retiradas
trés aliquotas de 10 mL, para a andlise gravimétrica. Para tanto, as aliquotas foram
filtradas a vacuo com o uso de papel filtro 0,8 um de diametro 47 mm, previamente
secos a 103 °C durante 48 h em estufa convectiva (Quimis) e pesados (determinacéo

da massa do papel filtro seco, sem células).
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A biomassa retida no filtro foi lavada com agua destilada fluente (sob vacuo)
seguida, juntamente com o papel filtro, de nova secagem a 103 °C por 24 h com
posterior resfriamento até temperatura ambiente em dessecador com silica-gel
(30 min) e pesagem em balanca analitica (Shimadzu, modelo AY220). A

concentragéo de biomassa seca, foi calculada de acordo com a Equagéo 1.

V 1)

Onde:

X — biomassa seca ou concentracao celular em massa seca (g/L)
a — massa do papel filtro com células apds secagem (g)

b — massa do papel filtro seco e sem células (g)

V — volume de amostra filtrada (L)

3.1.4 Ensaios de biossor¢ao ativa

Foram realizados quatro ensaios de biossorcdo ativa de selénio empregando
como biossorvente duas linhagens comerciais de Saccharomyces cerevisae: 1) S.
cerevisiae ATCC 26603; 2) S. cerevisiae isolada de fermento de padeiro e identificada
como Univille 9080.

Em todos os ensaios foi utilizado meio de cultivo GY composto por (em g/L):
glicose, 40; extrato de levedura, 3; (NH4)2S04, 0,5; K2HPO4, 0,5; MgS04.7H20, 0,1 e
CaClz, 0,1.) Os meios de cultivo foram previamente esterilizados a 121 °C durante 15
min em autoclave a gas de marca PHOENIX, modelo AV 137. Na Figura 2 € apresenta

ada configuragc&do desses ensaios.
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Figura 02 — Ensaios de biossorcdo ativa com duas linhas de S. cerevisiae: 1) ATCC 26603, 2) Univille

9080.

Ensaios de biossorcao ativa

l

Meio de cultivo GY, sem
selénio
(Ensaio testemunha)

Meio de cultivo GY com
selenito de sédio

Meio de cultivo GY com
ions selénio em efluente
industrial

dissolvido em agua pura

| | |

BO-1 BO-2 BSS-1 BSS-2 BEI-1 BEI-2

Fonte: Autor (2019)

Os dois primeiros ensaios (B0-1 e B0-2), onde nao foram adicionados ions de
selénio, serviram como ensaios testemunhas a fim de avaliar eventuais inibicdes do
crescimento celular das linhagens 1 e 2 pelo sorvato em estudo (ions de selénio). Os
meios GY dos ensaios BSS-1 e BSS-2, foram acrescidos de solucdo-estoque de
Na-SeOs para concentracdo planejada de 7,5 mg/L (15 mg/L de selenito de sédio
comercial) de selénio total no meio reacional (biossorvente + sorvato). Para 0s ensaios
BEI-1 e BEI-2, os nutrientes do meio GY foram dissolvidos em efluente industrial
contendo aproximadamente de 15 mg/L de selénio total (informacdes repassadas pela
empresa que forneceu o efluente).

O pH inicial de todos os meios de cultivo, antes da inoculacao, foi de 4,5. Para
o acerto do pH foram utilizadas solu¢des NaOH 1 M e HCI 1 M. Durante os cultivos, o
pH dos meios n&o foi controlado, apenas acompanhado por leitura em pHmetro digital
Gehaka PG1800.

3.1.4.1 Manutenc¢do dos micro-organismos
S. cerevisiae ATCC 26603, cepa floculante adquirida comercialmente junto ao

banco de cepas da Fundacéo André Tosello de S&o Paulo, sob numero CCT 0293 e

S. cerevisiae, isolada de fermento comercial, mantida no banco de cepas da Univille
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sob numero 9080 foram conservados em geladeira (4 °C) e mantidos através de
repiques quinzenais em placas de Petri (semeadura de superficie por al¢a de platina
em cultivo sélido) contendo meio GY proposto por Souza et al. (2012), adicionado de
Agar-Agar na concentracao de 15 g/L. O periodo de incubacéo dessas placas de Petri

semeadas, antes de serem acondicionadas em geladeira, foi de 48 h, a 30 °C.

3.1.4.2 In6culo

O inoculo (cultura start) para os ensaios de biossorcéo foi preparado a partir do
cultivo microbiano em frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 80 mL de meio GY
adicionado de 5 mL de suspensédo microbiana (pré-inéculo) proveniente de placas de
Petri (cultivo de manutencéo). O pré-indculo foi obtido a partir da adicdo de agua estéril
nas placas de Petri (5 mL/placa), seguido da raspagem das colénias na superficie do
meio solido. Apds receber o pré-indculo, os frascos foram incubados em agitador
orbital CERTOMAT® S com frequéncia de agitacdo de 120 min, 30 °C, durante 18
h.

3.1.5 Biossorc¢ao inativa

3.1.5.1 Preparo do biossorvente umido

O efluente coletado diretamente da saida do tanque fermentador foi
armazenado sob refrigeracdo por, no maximo, 24 h, até o inicio dos ensaios de
biossorcéo.

O pré-tratamento do biossorvente umido foi realizado conforme proposto por
Khakpour et al. (2014), o volume coletado foi filtrado a vacuo em papel filtro
Schleicher® de dimensédo 11 + 0,1 cm e porosidade de 40 um e lavado com agua
deionizada, duas vezes consecutivas. A biomassa retida no papel filtro foi transferida
para frasco Duran graduado e completado com agua deionizada até 1L, conforme

Figura 02.
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Figura 02 — Biossorvente umido utilizado nos ensaios de biossorc¢ao inativa

Fonte: Autor (2019)

A amostra foi armazenada sob refrigeracdo para uso, apds determinacdo da
concentracdo de biomassa em base seca de massa, empregando a metodologia
descrita no 3.1.3. A partir do valor obtido, estimou-se o volume da suspensao

microbiana a ser utilizado nos ensaios de biossorcao.

3.1.5.2 Preparo do biossorvente seco

Cinco litros do efluente da industria cervejeira foram coletados em frasco
plastico diretamente da saida do tanque fermentador e armazenados sob refrigeragéo
por, no maximo, 24 h, até preparo do biossorvente seco (BS). Conforme proposto por
Khakpour et al. (2014), o volume coletado foi filtrado a vacuo em papel filtro, 0 mesmo
utilizado no preparo do biossorvente imido, de dimensé&o 11 + 0,1 cm e lavado com
agua deionizada. A biomassa retida no papel filtro foi transferida para um copo de
Béquer e tratada por imersdo em solucdo aquosa de etanol 70%, sendo
homogeinizada manualmente e acondicionada sob refrigeracéo a 6 °C, durante 24 h.
Em seguida, a mistura foi novamente filtrada e lavada duas vezes com &agua

deionizada para remover todo etanol. A massa celular retida foi submetida & secagem
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em estufa & 50 °C durante 48 h. Apds esse periodo, a biomassa seca foi triturada em
liquidificador industrial (FAK) visando a sua homogeneizacao e armazenada em pote
plastico vedado em freezer, para que ndo absorvesse umidade até uso. ApdOs o
tratamento definiu-se o teor de umidade da biomassa microbiana, determinada em
base umida conforme norma ASTM E871-82. A biomassa celular resultante desse
procedimento foi submetida a analise granulométrica, a analise por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia Optica de Luz e empregada como
biossorvente nos ensaios subsequentes.

A determinacdo da composicdo granulométrica foi realizada de acordo com
ABNT-NBR 721, e utilizou-se, 10 g do biossorvente seco, para o conjunto de peneiras
conforme Apéndice A.

Para a andlise de MEV, amostras de biomassa tratadas com etanol e sem
tratamento com o solvente, foram previamente secas em estufa convectiva (QUIMIS)
durante 24 h a 50 °C para desidratacao e conduzidas ao Laboratério de Materiais da
Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC (campus Joinville). As amostras
foram dispostas em uma fita de carbono fixada sobre a superficie reta de um cilindro
de latdo (stub), seguido por metalizacdo com ouro para torna-las condutivas e, entéo,
analisadas em microscopio da marca JEOL modelo 6701F com ampliagdo de imagem
da ordem de 800 e 3.000 vezes e com uma voltagem de 15,0 kV.

Para a analise morfologica das células do biossorvente seco (BS), por
microscopia, foi empregado o microscopio optico Nikon (Alphaphot-2) e lente objetiva
400 vezes. A fim de avaliar as alteracdes das células durante as diferentes etapas do
tratamento, a biomassa foi analisada na condicéo inicial de massa Umida (BU) e final
de massa seca (com e sem tratamento com etanol). As amostras foram previamente
diluidas na proporcdo de 1 mL de agua deionizada para aproximadamente 1 g de
massa seca no caso de BS e de 1 mL de agua para 1 mL de suspensédo de BU. O
objetivo da diluicao foi melhorar a visibilidade da imagem, pois a sua qualidade estava

sendo prejudicada pela elevada concentragéo celular presente na amostra.
3.1.5.3 Ensaios de biossor¢ao inativa
Para os ensaios iniciais de biossorc¢éo inativa foi utilizado biomassa umida (BU)

e biomassa seca (BS), ambas provenientes de inddstria cervejeira. Como sorvato foi

utilizado solucédo-estoque de selenito de sodio (SS). Diferentes proporcdes entre
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concentracbes de biossorvente e sorvato foram testadas, conforme mostrado na
Tabela 1.

Tabela 1 — Ensaios de biossorcéo de selénio (sorvato, A) por leveduras residuais de indUstria cervejeira
(biossorvente, B).

Ensaio Tipo de solucédo-problema Concentracfes
A B
(mg/L) (g/L)
BU1-SS1 Solucdo aquosa de Na:SeOs 7,5 52,5
BU1-SS2 Solucdo aquosa de Na>SeOs 22,5 17,5
BU1-SS3 Solucdo aquosa de Na>SeOs 22,5 2,0
BU1-SS4 Solucéo aquosa de Na:SeOs3 30,0 2,0
BU1-SS5 Solucéo aquosa de Na:SeOs3 30,0 24,0
BU1-SS6 Solucéo aquosa de Na:SeOs3 30,0 52,5
BS1-SS1 Solucéo aquosa de Na:SeOs3 7,5 52,5
BS1-SS2 Solucdo aquosa de Na>SeOs 22,5 17,5
BS1-SS3 Solucdo aquosa de Na>SeOs 22,5 2,0
BS1-SS4 Solucdo aquosa de Na>SeOs 30,0 2,0
BS1-SS5 Solucdo aquosa de Na>SeOs 30,0 24,0
BS1-SS6 Solucéo aquosa de Na2SeOs3 30,0 52,5

Fonte: Autor (2019)

A maior concentracdo de sorvato (A = 30 mg/L) nos ensaios com Na2SeOs
comercial correspondeu aquela normalmente encontrada no efluente de industria
quimica da regido de Joinville, conforme informac&o recebida da prépria empresa. A
menor concentracdo de biossorvente avaliada (B = 2 g/L) foi definida de acordo com
indicacao de Khakpour et al. (2014).

As concentra¢fes do biossorvente nos ensaios BU1-SS5 e BS1-SS5 (B = 24,0
g/L), foram definidas como a concentragcdo média entre todos os valores de B
utilizados nos demais ensaios.

ApoOs o preparo do meio reacional mostrado na Tabela 1, o pH da mistura (A+B),
normalmente em torno de 9,0, foi reduzido, em todos os ensaios, para 4,5 com solucao
de &cido cloridrico 1 M antes de ser acondicionado no agitador para reacéo.

Nos ensaios de biossor¢ao inativa empregando efluente industrial (sorvato), a
biomassa Uumida fresca (sorvato) foi utilizada como biossorvente sem tratamento

prévio. Ou seja, fragbes de volumes do efluente gerado apds producédo de cerveja
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foram misturados as fragdes de volumes do efluente da indUstria quimica contendo o
sorvato a ser tratado, conforme Tabela 2. Esses volumes (planejados) foram definidos
em funcdo das concentracbes de biomassa existente no efluente de cerveja
(determinado a cada coleta realizada) e da concentracdo de selénio total no efluente

quimico (Se = 30 mg/L, conforme informagao recebida da empresa quimica).

Tabela 2 — Ensaios de biossorcdo de selénio (sorvato - efluente industrial, A) por leveduras residuais
de industria cervejeira (biossorvente umido, B).

Ensaio Tipo de solucéo-problema Volumes de efluentes Concentracfes

misturados para Planejadas
concentragao planejada

A B A B

(mL) (mL) (mg/L)  (g/L)
BU2-EI1 Efluente industrial 150 50 22,5 17,5
BU2-EI2 Efluente industrial 100 100 15,0 35,0
BU2-EI3 Efluente industrial 50 150 7,5 52,5
BU2-El4 Efluente industrial 150 50 22,5 17,5
BU2-EI5 Efluente industrial 100 100 15,0 35,0
BU2-EI6 Efluente industrial 50 150 7.5 52,5

A biossorcéo de selénio em efluente industrial foi conduzida em dois diferentes
valores de pH: < 4,5 (pH resultante da mistura do sorvato com a suspensdo de
biomassa residual de cervejaria, sem corre¢cao do pH) e 4,5 (pH corrigido da mistura
reacional). Neste caso, para os ensaios BU2-El4, BU2-EI5 e BU2-EI6 o pH foi ajustado

para 4,5 utilizando solucdo de NaOH 1 M.

3.2 Amostragem dos ensaios de biossorcédo e metodologia analitica

De cada um dos experimentos de biossorcao ativa foram retiradas amostras
periédicas para determinacdo das concentracdes de acuUcares redutores (AR),
biomassa seca formada (X) e selénio total (Se). Cada amostra foi constituida de um
frasco de Erlenmeyer, descartado apéds coleta das diferentes aliquotas para
determinacdo de AR, X e Se. Para os ensaios testemunhas foram realizadas
amostragens nos tempos to, ti2, t24, tas. Para os demais ensaios com meio de cultivo

contendo selénio as amostragens foram feitas em to, ti2, to4, tas, t72, tos, t120. Para cada
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andlise de selénio total, foram enviadas a empresa um volume minimo de 50
mL/amostra. Devido ao grande numero de amostras existentes todas as analises
foram realizadas sem duplicatas.

Cada ensaio de biossorcdo inativa conteve, no minimo, trés frascos de
Erlenmeyer contendo a solu¢do da mistura reacional. De cada ensaio foram retiradas
quatro amostras com, no minimo, 50 mL, no inicio (t = 0 h) e no final (t = 48 h) do
processo, para determinacéo da concentracéo de selénio total. Em todas as amostras
foi medido o pH do meio reacional.

Em funcdo do custo e da disponibilidade do equipamento na empresa
responsavel pela determinacdo da concentracdo de selénio, ndo foi possivel realizar
a analise de amostras em duplicatas para os ensaios de biossor¢éo inativa BU2-EI1,
BU2-EI2, BU2-EI3, BU2-El4, BU2-EI5 e BU2-EI6.

3.2.1 Determinagéo da concentragao de selénio total

De cada um dos trés frascos de Erlenmeyer amostrados foram retiradas
aliqguotas de 50 mL e conduzidas a centrifugacdo a 5.600 rpm durante 1 min, em
centrifuga Splabor modelo SP-700/6000. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em
papel filtro de porosidade 40 pm, marca Schleicher® de diametro 11 + 0,1 cm e
congeladas a -4°C para posterior analise pela empresa Incasa S.A. (Joinville, SC). As
andlises foram realizadas, no minimo em duplicatas, por meio de andlise de
Espectrometria de Emisséo Optica com Plasma (ICP). A metodologia empregada é

de uso interno da empresa e nao foi divulgada.

3.2.2 Determinacgédo de agucares redutores

Aliguotas do frasco de Erlenmeyer amostrado foram retiradas em duplicatas e
analisadas pelo método colorimétrico de DNS (3,5 dinitro salicilato) proposto por Miller
(1959). Para cada 5 mL de amostra foi adicionado mesmo volume do reagente DNS
(dinitrosalicilico) em cada tudo. Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 100 °C
durante 5 min e, em seguida, resfriados até temperatura ambiente. Posteriormente foi
realizada a leitura de absorbancia (Abs) em espectrofotdmetro LKB BIOCHROM,
modelo Novaspec Il, em comprimento de onda de 540 nm.
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O valor de AR foi determinado a partir da Equacdo 1, obtida de curva de
calibragéo previamente estabelecida com concentragdes de glicose de 0 a 1,0 g/L (r?
=0,9972). O valor maximo de Abs utilizado nesta equacéo foi de 0,655; portanto, todas

as amostras com Abs > 0,655 foram diluidas com agua destilada.

R - Abs +0,0187 i

0,6989 @

Onde fd representa o fator de diluicdo das amostras com Abs > 0,655.
3.2.3 Determinagé&o da concentragao celular

As amostras foram submetidas a analise gravimétrica para determinacdo da
concentracdo de biomassa seca formada (X). Esta técnica envolveu a filtragédo a vacuo
de 10 mL da suspensdo microbiana em crescimento através de membrana MCE
marca FilterPro®, diametro 47 mm e porosidade 0,8 um, previamente secas a 105 *
3 °C durante 24 h. A massa celular retida juntamente com o filtro, foram novamente
secos a 105 + 3 °C até peso constante (24 h).

Os valores de X foram calculados conforme Equagéo 3.

X="— 3)

Onde, a é a massa seca de células com a membrana filtrante em g, b € a massa seca

apenas da membrana e ¢ é o volume da amostra filtrada em L.
3.3 Determinacao da eficiéncia e capacidade microbiana de biossorcao

A porcentagem de biossor¢céo do selénio (R) inicialmente presente na solucéo-

presente foi calculado de acordo com a Equacéao 4.

Se, — Se;
R=——M—A

Se, 4)
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A capacidade da biomassa celular de reduzir a concentragdo do sorvato no
meio tratado (YY) foi estimada a partir da Equacao 5 e expressa na unidade mg/g, e
pode ser definida como a quantidade de sorvato (ions metalicos) biossorvido por

unidade de peso do biossorvente.

Se, — Se;
X ()

Sendo, para a equacéo 4 e 5.

Seo — concentracéo inicial do selénio no meio reacional (mg/L)
Ser — concentragéo final do selénio no meio reacional (mg/L)

t — tempo de processo (h)

X — concentracao de células (em massa seca) no meio reacional (g/L)

3.4 Andlises estatisticas

As variacdes estatisticas nas analises de selénio (para 0s ensaios em
duplicata) foram tratadas pelo teste Q de Dixon e analisadas pelo método ANOVA
com teste de Tukey para P<0,05 empregando o programa computacional Origin 2015.
Quando p - valor foi menor que o nivel de significancia escolhido (0,05), assumiu-se
gue as variancias dos valores médios foram diferentes e, consequentemente, esses
valores sdo significativamente diferentes. Em caso contrario, conclui-se que as
variancias sao constantes ou homogéneas e o0s valores médios das medidas

realizadas nao diferem entre si.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coleta e caracterizacao do efluente de industria quimica

A industria quimica que permitiu a realizacdo dos estudos, produz cerca de 7
m3/dia do efluente proveniente da linha de fabricacdo de compostos de selénio, com
concentracdo de Se da ordem de 30,0 = 0,7 mg/L (ppm). O pH do efluente coletado
em diferentes dias variou de 2,0 a 2,5.

Em trabalho recente, Just (2019) coletou e analisou este mesmo tipo de
efluente e determinou Se = 27,5 0,9 mg/L, pH 2,18 + 0,04 e salinidade de 23,3 £ 2,9%.
De acordo com a autora, a salinidade foi proveniente, principalmente, da adicdo de
ditionito de sodio (Na2S204), empregado pela empresa para a recuperacgéo de selénio,
antes do efluente ser descartado na Estacdo de Tratamento. De acordo com
informacdes recebidas da industria, esse efluente foi gerado com apenas um tipo de
estado de oxidacdo do selénio (Se*?), residuo da producdo de selenito de sédio
(Na2SeOa4). Contudo, como citado anterirmente, a empresa produz outros tipos de
compostos de Se com descarte de seus efluentes na mesma corrente do selenito de
sédio. Esses produtos, inclusive Na2SeQa, sdo sempre produzidos na mesma unidade
fabril, porém, em periodos alternados, conforme vendas. Nao foi permitido analises

quimicas de todos esses efluentes.

4.2 Coleta e caracterizacao do efluente de industria cervejeira

A partir de dados coletados em registros internos da industria cervejeira, a qual
forneceu a biomassa microbiana para os estudos, estima-se que producdo anual de
cervejas nos anos de 2016 a 2017, foi de 2,5 milhdes de litros. A cerveja de maior
producédo foi a do tipo Pilsen, com volume mensal de producéo de 118.500 L. A
empresa ndo registrava o volume de efluente descartado apos a producdo das
cervejas e por isso foi necesséario um acompanhamento durante 30 dias da quantidade
de efluente gerado no processo de fabricacdo da cerveja Pilsen. Considerando este
volume observado (6.175 L) e o volume de cerveja produzida (98.000 L), estimou-se
uma geracéo de 0,0685 L de efluente por litro de cerveja Pilsen produzida.

O efluente apresentou uma concentracdo média da biomassa microbiana (em

massa seca) de 97,3 = 4,9 g/L e pH médio de 5,5 = 0,2. Portanto, pode-se estimar
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disponibilidade anual de biomassa residual para aproveitamento como biossorvente

de cerca de 17,5 toneladas.

4.3 Ensaios de biossorcao ativa

Os perfis cinéticos do consumo de substrato e crescimento microbiano obtidos
durante a fermentacdo de meio de cultivo sintético GY sem selénio (ensaios
testemunhas) para 0os micro-organismos utilizados, S. cerevisiae ATCC 26603 e S.

cerevisiae Univille 9080, sdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3 — Valores médios da concentragéo de aglcares redutores (AR) e massa seca celular (X) com
respectivos desvios padrfes e respectivos perfis cinéticos obtidos na fermentagdo de meio sintético GY
sem selénio por: (a) S. cerevisiae ATCC 26603 (Ensaio B0-1), (b) S. cerevisiae Univille 9080 (Ensaio
BO-2).
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Fonte: Autor (2019).

Em ambos o0s ensaios testemunhas houve consumo total da glicose,
evidenciando que nédo houve limitacdo no processo. Os valores de pH durante todo o
cultivo variaram de 4,1 a 4,5, permanecendo dentro da faixa ideal (4,0 a 5,0) para a
biossorgéo utilizando S. cerevisiae como biossorvente, assim como nos estudos de
Nascimento et al. (2018) e Khakpour et al. (2014).

Os perfis cinéticos do consumo de AR e crescimento celular (X) da linhagem
ATCC 26603 foram semelhantes aos da linhagem Univille 9080. Os tempos finais de

fermentacao, na condicdo de AR = 0, foram de aproximadamente 24 h.

As concentracdes de células no final do cultivo (Xr) foram de 6,55 + 0,07 g para
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0 ensaio BO-A (Figura 3a) e de 6,25 + 0,04 g para BO-B (Figura 3b). Os perfis cinéticos
do cultivo desses micro-organismos no mesmo tipo de meio adicionados de selénio
sintético puro (Na2SeOs) sdo mostrados na Figura 4.

Figura 4 — Valores médios da concentragéo de aglcares redutores (AR) e massa seca celular (X) com
respectivos desvios padrfes, valores da concentracdo de selénio total (Se) e respectivos perfis
cinéticos obtidos na fermentagcdo de meio sintético GY com selénito de sédio comercial por: (a) S.
cerevisiae ATCC 26603 (Ensaio BSS-1), (b) S. cerevisiae Univille 9080 (Ensaio BSS-2).
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Fonte: Autor (2019)

Assim como nos ensaios de cultivo de micro-organismo sem o sorvato (Figura
3), 0 pH do meio com adi¢ao de selénio (Figura 4) permaneceu na faixa de 4,0 e 5,0.
Os perfis cinéticos de AR e X durante o cultivo das duas linhagens da levedura
no meio GY com selenito comercial (Figura 4: a e b) foram semelhantes aqueles

observados no cultivo dos micro-organismo no mesmo tipo de meio, porém sem
selénio (Figura 3: a e b).
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Os tempos finais de fermentacdo (tr = 24 h) na condicdo AR = 0 foram os
mesmos. O metabolismo da linhagem ATCC 26603 parece ter sido mais sensivel a
presenca do sorvato no meio, fato ja observado por El-Sayed & El-Sayed (2014). Os
autores explicam que no emprego de biomassa viva, a biossorcéo € dependente do
metabolismo e ocorre pela absor¢cdo do sorvato através da membrana celular;

portanto, tem suas limitacdes em relacdo a toxicidade e manutencdo dos niveis de
nutrientes.

O emprego de S. cerevisiae para a biossorgéo de selénio em efluente industrial
pode ser observada na Figura 5.

Figura 5 — Valores médios da concentracdo de acucares redutores (AR), massa celular seca (X) e
concentracdo de selénio (Se) com respectivos desvios padrdes e perfil cinético do consumo de AR e
biossorcdo de selénio obtidos nas duplicatas dos ensaios de biossorcdo de selénio em meio GY

contendo efluente industrial por: (a) S. cerevisiae ATCC 26603 (Ensaio BEI-1), (b) S. cerevisiae Univille
9080 (Ensaio BEI-2).
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O pH do efluente industrial utilizado foi de 2,37. Apés adi¢do dos nutrientes do
meio GY, houve correcéo do pH para 4,5 e inoculagdo da mistura com os micro-
organismos avaliados, assim como ocorreu nos demais experimentos, o pH
permaneceu dentro da faixa ideal para o cultivo dos mesmos, conforme referenciado
anteriormente.

Ao considerar como tempo de processo o mesmo periodo de tempo dos
cultivos com selénio sintético (tr= 24 h) ficou claro uma menor velocidade de acumulo
de biomassa celular para a cepa ATCC 26603, resultando em X2sn = 5,0 £ 0,2 g/L.
Para a cepa Univille 9080, o valor foi de Xz4n foi de 6,0 £ 0,1 g/L.

Cabe ressaltar que, ao utilizar o efluente industrial como fonte de ions de Se, a
concentracéo inicial do sorvato (Seo) no meio reacional (12,78 a 15 mg/L) foi maior do
gue aquelas utilizadas com selenito de s6dio comercial dissolvido em agua pura (Seo
< 15 mg/L). Isto pode ter ocorrido, devido a coleta do efluente ter ocorrido por mais de
uma vez para a realizacdo de ensaios. A empresa fornecia o efluente que vinha
gerando e enviando a sua estacédo de tratamento, sem informar a concentracédo exata
de Se total. A inibicdo do crescimento celular pela presenca de maior concentracao
do sorvato, além da provavel presenca de outros contaminantes gerados na linha de
producdo de compostos de selénio da industria quimica (dados néo fornecidos pela
empresa) podem ter contribuido para isto.

Para Buratto et al. (2012), na biossorcédo ativa, onde existe o emprego de
células viaveis (vivas), 0 mecanismo do processo esta associado com um sistema de

defesa ativa dos micro-organismos, que reage na presenca de metais toxicos.

Pode-se observar uma continuidade na reducédo de Se mesmo apés o térmico

de crescimento do micro-organismo no meio em t;.

Na Tabela 3 a seguir, sdo apresentadas as eficiéncias e capacidades de

biossorcédo ativa da cepas utlizadas.
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Tabela 3 — Eficiéncia (R%) e capacidade (Y) de biossorcéo de selénio por (1) S. cerevisiae ATCC
26603 e (2) S. cerevisiae Univille 9080 cultivadas em meio de cultura contendo selenito de sédio
comercial (BSS) ou selenito de sédio dissolvido em efluente de industria quimica (BEI), com tempos de

reacdo de 24 h e 120 h: Ensaios de biossorcéo ativa.

. : R% Y (mg/g)
Identificacdo dos Ensaios
24 h 120 h 24 h 120 h
BSS-1 67,18 84,16 0,97 1,06
BSS-2 54,94 78,17 0,52 0,72
BEI-1 63,73 77,03 191 1,63
BEI-2 28,11 82,71 0,60 1,82

Fonte: Autor (2019).

A partir da Tabela 3 é possivel observar que nos ensaios conduzidos em um
maior tempo reacional (tempo de contato sorvente/sorvato) (tr = 120 h), foi possivel
observar uma maior eficiéncia na remocéao de selénio (R = 80%), quando comparado
atr=24h(29% < R < 67%).

De uma maneira geral, comparando as duas linhagens de S. cerevisiae
utilizados como biossorventes ativos, verificou-se que a biomassa Univille 9080
(Ensaios BSS-2 e BEI-2) apresentou menor R do que a biomassa ATCC 26603
(Ensaios BSS-1 e BEI-1); principalmente em tr = 24 h, tempo aproximado para atingir
o final da fase de crescimento microbiano; e com o uso do sorvato dissolvido em
efluente de industria quimica (Ensaios BEI). O aumento de tr de 24 h para 120 h
proporcionou acréscimo em R de até 42% para ATCC 26603 (Ensaio BSS-2) e de até
190% para a cepa Univille (Ensaio BEI-2). Esse grande aumento percentual com a
cepa Univille parece indicar uma maior sensibilidade inicial do micro-organismo ao
meio reacional; porém, ndo € o que demonstram as cinéticas de crescimento e
consumo de substrato mostradas na Figura 4, que foram semelhantes a cepa ATCC.
A repeticdo do ensaio BSS-2, com triplicatas, poderia proporcionar uma melhor
precisao na analise desse comportamento.

Comportamento semelhante foi observado em relacdo a capacidade
microbiana de biossor¢ao (Y).

De acordo com Wang e Chen (2006), o tempo de contato sorvente/sorvato
necessario para a remocdo de diferentes tipos de metais por S. cerevisiae €,
normalmente, rapido e frequentemente atinge o estado de equilibrio em menos de

uma hora ou em poucas horas. Porém, segundo os autores, esta afirmagédo é
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verdadeira para o caso do uso de células inativas, onde inUmeros trabalhos publicados
por diferentes autores tém demonstrado que a capacidade de biossor¢cao do micro-
organismo aumenta com o prolongamento do tempo de contato. Ainda de acordo com
0s autores, poucos estudos da influéncia do tempo de contato tém sido realizados no
cultivo da biomassa (forma ativa).

Para Malik (2004), mesmo na condi¢cdo de baixo crescimento ou crescimento
nulo, células de S. cerevisiae em cultivo continuam habeis para remover ions
metalicos do meio. Nesse caso, 0 autor recomenda dividir o processo de sor¢cao em
duas fases: uma primeira, denominada de biossorcdo ativa ou consumo ativo e a
subsequente, de biossorcao inativa ou consumo inativo; essa Ultima independente do
metabolismo microbiano. O conjunto dessas duas fases, é identificada pelo autor
como bioacumulacéao.

Wang e Chen (2006) deixaram claro a necessidade de novas pesquisas
visando o estabelecimento do tempo de equilibrio (tequi) entre células ativas e ions em
solucédo. Neste trabalho, esse tempo também nédo foi precisamente determinado;
porém, a partir da observacao das Figuras 3 e 4 pode-se estimar um valor aproximado
de tequi da ordem de 70 h. A partir deste tempo, a remocao de Se do meio de cultivo é
praticamente nula; consequentemente, nas condi¢cdes experimentais experimentadas,
nao teria sido necessario prolongar o tempo de contato até 120 h, o que proporcionaria
uma maior velocidade global do processo de biossorcgéao.

A maior eficiéncia de remocéo de Se no tempo de 120 h, em todos 0s ensaios,
sugere que nesses casos a biossor¢gdo por micro-organismos vivos envolve tanto a
reducdo e assimilacdo do sorvato durante a fase de crescimento celular quanto a
adsorcao dos ions na superficie do biossorvente apds término da fonte de carbono e
crescimento. Para Ahalya et al. (2003), assim como Malik (2004), de uma maneira
geral, a biossorcao de ions por organismos vivos ocorre, primeiramente, por uma
ligacdo independente do metabolismo do organismo, onde os metais ficam ligados as
paredes celulares e, em seguida, por adsorcdo intracelular (etapa dependente do
metabolismo), onde os ions metalicos sdo transportados para o interior das células
através da membrana celular.

Kieliszek et al. (2015) corroborou esse comportamento em relacdo ao selénio,
afirmando que o processo de acumulagéo intracelular do sorvato ocorre através de
transporte ativo da parede celular para o interior da célula microbiana, porém, o autor

indica que para superar a impermeabilidade da membrana celular aos ions de selénio
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€ necesséario um mecanismo de transporte especifico. O autor evidencia ainda, que
poucos estudos foram realizados para descrever esse processo de biossorcao.

Para Shamim (2018), outros fatores podem afetar a adsor¢cdo de metais por
biomassa viva; e incluem, temperatura, a natureza dos sorvatos, condicées do meio,
composicéo da parede celular, relagédo entre volume e &rea superficial do adsorvente
e afinidade do metal pelo biossorvente.

4.4 Biossorcao inativa

4.4.1 Caracterizagao do biossorvente seco

AplOs secagem, a biomassa microbiana coletada de efluente de industria
cervejeira, apresentou configuracao rigida e caramelizada, provavelmente devido a
presenca de agUcares residuais apos processo de fermentacao.

A biomassa seca apresentou-se em forma de aglomerados irregulares e
pontiagudos (Figura 6a). Apés sua trituracdo, o material, desidratado (teor de umidade
em base seca de 15, 38%) tornou-se homogéneo com formato circular (Figura 6b).

A classificac@o granulométrica desse material resultou num didmetro médio das

particulas de 0,6 mm, conforme mostrado no Apéndice A.

Figura 6 — Biomassa microbiana (Saccharomyces cerevisiae) coletada de efluente de industria

cervejeira, lavada e pré-tratada com etanol, apds desidratagdo (a) e trituragao (b).

a) b)

Fonte: Autor (2019).

Com a moagem, os agregados formados apods desidratacdo da biomassa foram

destruidos e transformados em um biossorvente homogéneo. Além disto, a reducao
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do tamanho das particulas permite o aumento da area superficial disponivel para a
biossorcéo, conforme citado por Ghorbani et al. 2008 e Khakpour et al. 2014.

Com uma area maior para biossorcdo é possivel uma maior exposicdo dos
componentes intracelulares e mais locais de ligacdo do sorvato a superficie devido a
destruicdo das membranas celulares (Wang & Chen, 2006). A importancia da relacéo
entre volume e &rea superficial do biossorvente foi reportada por Shamin (2018),
evidenciando os trabalhos de Abbas et al. (2014) e Gadde et al. (1985).

Segundo Barros (2017), quanto menor for o tamanho da particula do
biossorvente, maior numero de colisbes ocorrerd entre as particulas e,
consequentemente, maior serd a velocidade de reacéo.

Kibami (2018) comenta que a modificacdo da superficie do adsorvente leva a
formacdo de poros mais bem definidos e de diferentes formas e tamanhos,
contribuindo, assim, com um maior aprisionamento de ions metalicos na sua estrutura.

A morfologia do biossorvente moido foi analisada por meio de micrografia
eletrbnica de varredura. A fim de avaliar a influéncia do pré-tratamento das particulas
com etanol sobre a superficie do biossorvente desidratado (seco), comparou-se a sua
morfologia (Figura 7a) com a do biossorvente seco, sem esse pré-tratamento (Figura
7b).
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Figura 7 — Micrografias da biomassa microbiana de Saccharomyces cerevisiae obtidas por MEV:
biomassa sem pré-tratamento com etanol (a) e com pré-tratamento em etanol (b). Imagem aumentada
800 vezes (a.1 e b.1) e 3.000 vezes (a.2 e b.2).

¥
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UDESC LEI 15.0kV X800 WD 15.1mm 10un UDESC X3,000 WD 15.2mm l;::

Fonte: Autor (2019).

Em ambos os casos, a presenca de irregularidades na superficie da amostra
de biomassa foi evidenciada, formada pelo aglomerado de células. A levedura sem
tratamento (Figura 7a) apresentou um aspecto granular, sendo possivel notar, com
aumento de 800 vezes, a presenca de algumas particulas esféricas (PE), sinalizadas
por setas amarelas.

As células tratadas com etanol (Figura 7b) demonstraram uma superficie
homogénea, sem a presenca visual de granulos. Mesmo comportamento foi
observado por Ghorbani et al. (2008), que consideraram o tratamento quimico usando
a esterificacdo com etanol com grupos carboxilas (-COOH) desfavoravel para a
manutencao da estrutura de poros na superficie do biossorvente. Para os autores,
este fato conduziu a uma menor area superficial para a interacédo entre o sorvato e 0
sorvente em comparagcdo ao material ndo tratado. Apesar disto, os autores
destacaram a contribui¢do do uso do etanol sobre o didametro dos poros.
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Para Khakpour et al. (2014) o pré-tratamento da biomassa com etanol
possibilitou a remocao de impurezas da superficie do biossorvente e, assim, contribuiu
com a limpeza dos poros, aumentando os seus diametros de espacos vazios.
Comparando com o uso da biomassa sem o pré tratamento, a biomassa pré-tratada
proporcionou um aumento de 18% no tamanho dos poros do biossorvente.

Neste trabalho, em anélise de MEV, conforme sugerido por Khakpour et al.
(2014) para a comparacao entre a superficie pré-tratada e a sem pré-tratamento, nao
foi possivel verificar visualmente o aumento dos poros na biomassa tratada, assim
como obter resultados quantitativos dos parametros de &rea superficial. Sugere-se,
para a continuidade deste trabalho uma melhor comparacao entre essas superficies
analises complementares como, por exemplo, analisador de area superficial (BET).

Nos estudos de Ghorbani et al. (2008), foi observado que o uso da biomassa
de S. cerevisiae pré-tratada com etanol aumentou a capacidade microbiana de
biossor¢céo de cadmio, sendo que a remocédo de cadmio do meio foi duas vezes maior
do que a do micro-organismo sem tratamento. Para os autores, 0os maiores valores de
biossorcédo de metal obtidos pelas células de levedura tratadas com etanol podem ser
explicados pelo aumento na acessibilidade dos ions metalicos aos sitios de ligagao
ativos na biomassa.

As células presentes na biomassa microbiana contida em efluente cervejeiro
foram, também, analisadas morfologicamente por meio das imagens obtidas em
microscopio optico (Figura 8). As estruturas se referem aos diferentes estagios da
biomassa durante o preparo do biossorvente: biomassa umida (Figura 8a), biomassa
seca sem pré-tratamento com etanol (Figura 8b) e biomassa seca com pré-tratamento

com etanol (Figura 8c).
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Figura 8. Morfologia celular da biomassa de S. cerevisiae Umida (a), desidratada e sem pré-tratamento
com etanol (b) e desidratada apés pré-tratamento com etanol (c). Imagens obtidas por microscopia

Optica com aumento de 400 vezes.
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Fonte: Autor (2019).

Foi possivel observar que as células de biomassa uUmida (Figura 8a) se
mantiveram uniformes com estrutura oval bem definida, comportamento diferente da
Figura 8b e 8c. A fragilizacdo das células da biomassa foi evidenciada nesses dois
altimos casos (b e ¢), com células de diferentes formas e tamanhos. Uma hipétese
levantada para essas caracteristicas foi a forma de secagem empregada.

Para Labuto et al. (2015) o aquecimento (secagem) pode causar perda da
estrutura secundaria ou terciaria das proteinas da parede celular da levedura, o que
afeta a capacidade de sorcdo do biossorvente e seu comportamento por alteracdes
na disponibilidade e exposi¢cédo dos grupos seus funcionais.

Por meio da andlise de microscopia Optica (Figura 8), assume-se que 0O
tratamento térmico danifica a integridade das células de S. cerevisiae, 0 que afetaria
a efetividade da biossorcéo caso a mesma fosse conduzida de forma ativa. Os ensaios
de biossor¢cdo, com biossorvente seco e umido, foram realizados com biomassa no
estado inativo.

A remocdo de impurezas superficiais, a ruptura da membrana celular e a
exposicdo dos sitios de ligagédo disponiveis para a bioadsor¢cdo de metal apos o pré-
tratamento podem ocasionar o0 aumento da bioadsorcédo de metal. Assim, a eficiéncia
de bioadsorcdo da biomassa morta pode ser maior, equivalente ou menor que a da
biomassa viva, dependendo do método de pré-tratamento aplicado. E necessario
realizar estudos mais detalhados para entender por que o aumento ou a reducao na
capacidade de adsorcdo ocorre sob condicbes especificas de pré-tratamento
(AHALYA, 2003).
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4.4.2 Ensaios de biossorcao inativa

As concentracdes de selénio total (sorvato) no inicio (Seo) e no final (Ser) de
cada um dos ensaios de biossorgcéo utilizando como sorvato, solugédo-estoque de

selenito de sédio sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Concentrac6es médias de selénio total, com desvio padrdo, determinadas no inicio (Seo) e
no final (Ser) dos ensaios de biossorcao inativa com S. cerevisiae residual de indUstria cervejeira na
sua forma de biossorvente Umido (BU) e biossorvente seco (BS). Tempo de contato
biossorvente/sorvato: 48 h.

Ensaios Sorvato (mg/L)

Seo (to = 0h) Ser (tr = 48h)
BU1-SS1 563+1,12 0,20 £ 0,12
BU1-SS2 13,59+ 0,72 7,17 £1,89
BU1-SS3 21,79+ 2,49 14,29 + 1,30
BU1-SS4 27,08 £0,35 19,47 + 3,69
BU1-SS5 15,40 £ 4,65 0,87 £ 0,17
BU1-SS6 29,39+0,55 0,73 +0,03
BS1-SS1 563+1,12 0,63+ 0,70
BS1-SS2 14,46 £ 0,50 5,02+1,05
BS1-SS3 17,96 + 0,61 7,52 +£0,91
BS1-SS4 27,08 £ 0,47 13,48 + 2,56
BS1-SS5 29,39+0,55 21,14 + 1,06
BS1-SS6 24,99 +£5,10 12,13+ 2,31

Fonte: Autor (2019)

Em todos os ensaios, pode-se verificar que houve biossorcao de selénio, como
previsto, porém a concentracdo inicial de selénio (Seo) na maioria dos ensaios foi
menor do que a planejada (Tabela 1), exceto para BU1-SS6, BS1-SS5 e BS1-SS6. As
maiores diferencas percentuais entre o valor planejado (Tabela 1) e o valor médio
experimental obtido (Tabela 4) foram de 40% no ensaio BU1-SS2 e de 49% em BU1-
SS6, que fizeram parte do primeiro grupo de ensaios realizados. Essas diferencas
ocorreram, provavelmente, em funcéo de erro experimental no preparo e distribuicéo

da solucéo sintética de selénio nos frascos de reacéo.
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Outro fator que contribuiu para essas variagbes, foi a concentracdo do
composto utilizado no preparo da solugcéo estoque de selénio (Na2SeOs 98%, produto
comercial Incasa, lote 112-033/17). De acordo com a empresa fornecedora, o
composto deveria ter 446,9 g Se/kg de Na.SeOs, porém, em posterior analise deste
produto, diluido em agua, constatou-se que a concentracdo real de Se total foi de
326,79 Se/kg de Na2SeOs. Essa solugao estoque foi utilizada na maioria dos ensaios.
Apos essa andlise, foi preparada uma nova solucéo estoque e empregada nos ultimos
ensaios realizados, o que minimizou a diferenca percentual entre Seo (Tabela 1)
planejado e Seo experimentado (Tabela 4). Acredita-se que devido ao tempo de
prateleira a solucéo estoque inicial tenha sofrido alteragéo, principalmente em relagéo
a umidade.

Os valores de R% especificos a cada um dos tipos de biossorventes
empregados sdo mostrados na Figura 9, onde foi possivel comparar as eficiéncias de

biossorcéo de selénio entre os biossorventes seco e umido.

Figura 9 — Valores médios com desvio padrdo da eficiéncia de biossor¢édo (R) de selénio (A) por
biomassa microbiana (B) seca (BS) e mida (BU), apds 48 h de tempo de contato sorvato/biossorvente.

Letras iguais representam médias sem diferenca significativa pelo teste Tukey (p<0,05).

7.5 (A), 52.5 (B)
[_1225(A), 175 (B)

@ B 225 (A), 2.0 (B)
30.0 (A), 2.0 (B)

30.0 (A), 24.0 (B)

Y 30.0 (A), 52.5 (B)

100

80
(b)

60

R (%)

40

20+

Biomassa

Fonte: Autor (2019).



55

De uma maneira geral, ao comparar os ensaios de mesmas concentracoes de
sorvato (A) e biossorvente (B) e diferentes tipos de biossorvente (BU e BS), € possivel
verificar que ndo houve diferenca signficativa (p<0,05) entre os valores médios de R
dos ensaios com menores A e B. Nos ensaios com maiores valores de A (30,0 mg/L)
e B (24,0 g/L e 52,5 g/L), o uso de BU (Ensaio BU1-SS5) apresentou valor médio de
R da ordem de 235% maior do que o do ensaio com BS (Ensaio BS1-SS5). Essa
diferenca reduziu para 89% entre os ensaios BU1-SS6 e BS1-SS6.

Esse comportamento pode ser explicado pelos danos na integridade celular do
biossorvente que podem ser causados pela secagem. El-Shafey (2007) empregou
casca de arroz modificada na biossorcao de Cd (Il) e Se (VI) e obteve mesmo tipo de
resposta ao comparar BU e BS. Segundo os autores, a capacidade microbiana de
biossorcéo de BU foi ligeiramente maior do que para o BS em funcdo da secagem ter
alterado a estrutura fisica do adsorvente. Os poros de BS se tornaram mais estreitos
do que em BU, o que contribuiu para que alguns locais de sor¢cdo se tornassem
inacessiveis aos sorvatos empregados.

O fato de BU ter apresentado valores de R maiores que BS nas mesmas
concentragdes de selénio e biossorvente utilizadas neste trabalho, permite indicar BU
como o de maior potencial para a remocao de ions de selénio de meio aquoso. O
biossorvente BU foi utilizado praticamente como coletado, sem pré-tratamento com
etanol e secagem, como o que ocorreu com BS. Isto possibilitaria a mistura direta de
BU coletado na empresa cervejeira nos tanques de tratamento de efluentes da
industria quimica visando a reducéo da sua concentracao de selénio por biossorcéo.

Neste trabalho, a eficiéncia de BS ndo ocorreu da maneira esperada,
principalmente nos ensaios com menor concentracao de B (2,0 g/L) (Ensaios BS1-
SS3 e BS1-SS4). Os valores médios de R nesses ensaios foram 60% menores que
aguele evidenciado por Khakpour et al. (2014). Os autores indicaram essa
concentracdo de biomassa, previamente tratada com etanol e desidratada, como
suficiente para absorver até 96% de Sep = 50 mg/L, ap0s 2 h de contato
sorvato/biossorvente, em pH 5,0. Pode ser que essa diferenca tenha ocorrido em
funcdo do tipo de biomassa utilizada pelos autores (fermento comercial de padeiro
cultivado em meio sintético rico em nutrientes e ndo biomassa microbiana residual de
industria cervejeira) e da forma de conducdo do processo (biossor¢cdo em dois
estagios com B = 2 g/L em cada um dos estagios e ndo em um Unico estagio com

apenas B =2 g/L). O uso do processo de dois estagios permitiu aos autores um maior
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controle das relacdes de concentracdes sorvato/biossorvente e do pH inicial em cada
um dos reatores empregados. Nao foram encontrados na literatura pesquisada outros
trabalhos que tratassem do estudo do uso de S. cerevisiae como biossorvente seco
ou umido na biossorcéo de selénio.

A indicacdo de S. cerevisiae na forma BS para a biossorcdo de outro tipo de
ion também foi feita por Ghorbani et al. (2008). Contudo, os autores verificaram
apenas a influéncia do uso do pré-tratamento com etanol sobre R em comparacéo ao
mesmo tipo de biomassa seca sem pré-tratamento. Nesse caso, 0s autores
demonstraram que o uso do pré-tratamento proporcionou um aumento de até duas
vezes na capacidade de biossor¢do de cAdmio em comparagdo ao micro-organismo
nao tratado. Os autores explicam que o uso do etanol permitiu o aumento da
acessibilidade dos ions metélicos aos sitios de ligagdo na biomassa, e
consequentemente, maiores eficiéncias de biossorgao.

Com isto, pode-se vislumbrar a realizacdo de novos ensaios a fim de comparar
a eficiéncia do biossorvente BU de S. cerevisiae nas condi¢cdes de pré-tratamento e
sem pré-tratamento com etanol. O principal seria buscar o incremento de R.

Ao comparar de forma individual cada um dos ensaios apresentados na Figura
8, verifica-se que a maior eficiéncia na biossor¢céao de Se (R = 97,52 %) foi obtida no
ensaio BU1-SS6, onde foi empregada a maior concentracdo de BU (52,5 g/L) e de
sorvato (A = 30 mg/L, proveniente de selenito de sédio comercial).

A dosagem de um biossorvente € um dos fatores que influencia no processo
de biossorcao, e consequentetemente nos valores de R. Para Abdi & Kazemi (2015),
um aumento na concentracdo de biomassa aumenta a quantidade de soluto
biossorvido, devido a maior area superficial do biossorvente disponivel, que por sua
vez aumenta o numero de sitios de ligacéao.

Nascimento et al. (2018) em seus estudos evidenciaram a influéncia da
concentragdo do biossorvente BS sobre a eficiéncia de biossorgdo de Cu (ll) por
biomassa comercial S. cerevisiae Perlage®BB. Seus resultados indicaram um maior
R (76%) na condicdo de maior concentracdo de biomassa (20 g/L). Esse valor foi
aproximadamente 90% maior do que aquele com menor valor de B (2 g/L). Os autores
explicam que essa eficiéncia aumentou simplesmente pelo aumento da concentracéo
de biomassa, 0 que proporcionou maior area superficial de biossorvente e,

consequentemente, maior nimero de sitios ativos para captura do sorvato.
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Além da eficiéncia, muitos autores tém avaliado, também, a capacidade de
biossorcéo (Y) de diferentes biomassas frente a diferentes sorvatos (MALIK, 2004,
WANG & CHEN, 2006; SHAMIM, 2018). Para Atkinson (1998), Y relaciona a unidade
de massa de biomassa capaz de capturar uma unidade de massa do sorvato por ciclo
de tratamento.

Os valores de Y obtidos neste trabalho com o uso de biomassa microbiana

proveniente de efluente de industria cervejeira sdo apresentados na Figura 10.

Figura 10 - Valores médios de capacidade microbiana de biossorgdo (Y) com desvio padrao obtidos
nos ensaios de biossorcdo de selénio em solucdo sintética com biossorvente imido (BU) e com
biossorvente seco (BS). Letras iguais representam médias sem diferenca significativa pelo teste F
(p<0,05).
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Fonte: Autor (2019).

Um comportamento comum na capacidade de biossorcéo (Y) foi observado ao
comparar os pares BU e BS de mesmas concentracdes de sorvato e biossorvente. Ao
contrario do que foi observado em relacdo a R, os maiores valores de Y foram obtidos
nos ensaios empregando BS: Ensaios BS1-SS3, BS1-SS4 e BS1-SS5, os quais se

mostraram estatisticamente iguais quando comparados em pares. Os ensaios BS1-
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SS3 e BS1-SS4 possuem concentracao de biossorvente (B = 2,0 g/L), menor do que
as empregadas nos demais ensaios. Com isto, pode-se presumir que cada unidade
de biomassa dos ensaios BS1-SS3 e BS1-SS4 pode capturar maior quantidade de
sorvato. O valor médio de Y, considerando todos os valores individuais de Y desses
dois ensaios, foi de 6 = 1 mg/g. Esse valor foi 51% menor do que aquele alcancado
por Khakpour et al. (2014) (Y = 12 £ 2 mg/g), com 0 uso do mesmo tipo de BS.

A maior capacidade de biossorcdo de BS em relacdo a BU é explicada por
Ahalya et al. (2003). Para os autores, o pré-tratamento da biomassa com Aélcalis,
acidos, detergentes e aumentam a afinidade do metal pela biomassa. As propriedades
de biossorcao de fermento de padeiro foram estudados por Goksungur et al., (2005),
para remocdo de cadmio e chumbo, comparando células que receberam algum pré-
tratamento e células sem pré-tratamento. A fim de investigar o efeito de diferentes pré-
tratamentos na captacdo dos metais pela biomassa, as células foram tratadas com
etanol, soda caustica e calor. Os maiores valores de Y foram obtidos com biomassa
pré-tratadas com etanol (15,63 mg/g para Cd?* e 17,49 mg/g para Pb?*). As células
tratadas com calor e soda caustica obtiveram valores préximos a esses. Todas as
células pré-tratadas, apresentaram valores de Y superiores aquelas que néo
receberam o pré-tratamento.

A capacidade de sorcao de uma mesma concentragdo de biomassa pode ser,
também, afetada pela quantidade do sorvato presente no meio (HADIANI et al., 2018;
SHAMIM, 2018), a qual reflete diretamente sobre o equilibrio entre o sorvato absorvido
e 0 sorvato ndo-adsorvido, livre no meio. Os valores dessas constantes de equilibrio
podem ser obtidas a partir de uma série de ensaios planejados utilizando mesma
concentracdo de adsorvente (B) e diferentes concentracdes de sorvato (A). Para tanto,
sdo normalmente indicados o modelo de adsorcdo de Langmuir em condicdes de
menores A e o modelo de Freundich altos valores de A (KHAKPOUR et al., 2014).
Segundo Khakpour et al. (2014), de acordo com a isoterma de Langmuir, a capacidade
méaxima de biossor¢do de Se por BS na concentracdo de 2 g/L de biomassa é de
115,79 mg/g. Para os autores, esse processo € melhor representada por uma equacao
rapida e atinge o equilibrio em pouco tempo de contato entre sorvato e adsorvente; e
a segunda € uma reagcao mais lenta que pode continuar por longos periodos. Essas

reacOes podem ocorrer em série ou em paralelo.
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Em contrapartida, nos ensaios realizados neste trabalho, com maiores B e
menores A, observou-se menores valores de Y, iIsto porque ocorreu, nessas
condicBes uma menor relacdo de massa entre A e B.

Esse comportamento é corroborado por Khakpour et al. (2014). Os seus
ensaios mostraram que com o aumento da dose de S. cerevisiae de 0,25 a 2 g/L, a
eficiéncia de remocao de selénio aumentou de 17,3% para 45,2%. No entanto, a
capacidade de biossor¢cdo de B = 0,25 g¢/L foi de cerca de 14,0 mg/L enquanto que,
para B = 2 g/L, foi de 9,6 mg/g. Aumentando B de 2 g/L para 10 g/L (valor maximo
avaliado pelos autores) ndo houve diferenca significativa entre R; contudo, o valor de
Y foi reduzido para 0,9 mg/L. De acordo com Khakpour et al. (2014), a quantidade
elevada de biomassa pode causar uma maior colisdo entre essas particulas, o que
poderia levar a dessorcao de ions ja capturados e uma competicéo entre as reacdes
de adsorcao e dessorcéo.

Para Atkinson et al. (1998), ao determinar a viabilidade para a aplicacdo de um
determinado biossorvente, a capacidade maxima do agente para sequestrar metais
em sua superficie contribuira consideravelmente para o custo total do processo. Este
valor medido influencia diretamente sobre a massa (ou volume) de biomassa
necessaria por ciclo de tratamento, que, por sua vez, determina a quantidade de lodo
gerado para o descarte, bem como o custo e o tipo de transporte necessario.

A patrtir dos resultados obtidos até aqui, com selenito de sédio comercial como
fonte de Se, prosseguiu-se a pesquisa utilizando, agora, efluente industrial
proveniente da industria quimica contendo Se em até 30 mg/L, objetivo geral deste
trabalho. Nestes ensaios utilizou-se, sempre, BU; e assim como nos ensaios
anteriores, foi planejado o uso de diferentes concentragoes de biossorventes no meio
reacional. Consequentemente, diferentes volumes do efluente da industria cervejeira
foram utilizados para atingir-se os valores de B desejados (Tabela 2). Com isto,
diferentes valores de Seo resultaram da mistura dos dois efluentes industriais, um com

biomassa e o outro contendo Se, conforme mostra a Tabela 5.
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Tabela 5: ConcentragBes de selénio (A) dissolvidos em efluente de industria quimica observadas no
inicio (Seo) e no final (Ser) dos ensaios de biossor¢éo inativa por biossorvente (B) imido de efluente de
indUstria cervejeira em diferentes valores de pH inicial; e respectivos valores de eficiéncias de
biossor¢éo (R) e capacidades microbianas de biossor¢éo (Y). Tempo de contato sorvato/biossorvente
de 48h.

Ensaio pH inicial A (mg/L) B R Y
Seo Sey (g/L em (%) (mg/g)
(t=0h) (t=48h) massaseca)
BU2-El1 2,7 22,5 13,69 17,5 39,15 0,50
BU2-EI2 3,9 15,0 8,49 35,0 43,40 0,19
BU2-EI3 4,1 7,50 3,86 52,5 48,50 0,07
BU2-El4 4,5 225 9,74 17,5 56,70 0,73
BU2-EI5 4,5 15,0 4,23 35,0 71,80 0,31
BU2-EI6 4,5 7,50 1,25 52,5 83,30 0,12

Fonte: Autor (2019).

Para estes ensaios ndo foi possivel realizar analise estatistica devido a
indisponibilidade da empresa responsavel pelas analises de Se em processar as duas
amostras coletadas de cada um dos ensaios realizados, no minimo, em duplicata.

Nestes ensaios, foi possivel verificar a influéncia do pH para o processo de
biossorcdo. Nos ensaios onde houve ajuste do pH do efluente para valores da ordem
de 4,5 (Ensaios BU2-SS4, SS5 e SS6), houve maior reducéo percentual de selénio.
A maior porcentagem alcancada na reducdo da concentragdo de Se (R = 83,3%)
ocorreu no ensaio BU2-EI6, onde foi utilizado maior concentragéo de biossorvente (B
= 52,5 g/L) com menor concentra¢céo do sorvato (A = 7,5 mg/L). Este comportamento
ja havia sido observado nos ensaios de biossor¢ao inativa utilizando selenito de sédio
comercial dissolvido em agua pura.

Para Sekhar et al. (1998) o processo de biossor¢do com biomassa inativa é
analogo a um processo de troca ibnica visto que o pH tem efeito significativo na
adsorcédo de ions. O pH da solucao influencia tanto nos sitios de ligagdo do sorvato
na superficie celular quanto na quimica do elemento em solucéo (estado de oxidac&o).

Hadiani et al., (2018) observou que a biossor¢do de ions Pb e Cd em solucdo
aguosa de S. cerevisiae foi melhor em pH 5,0; e a taxa de biossor¢cdo dos ions
aumentou com o aumento do pH da solugéo, variando de 4 a 5. Para valores de pH

maiores e menores que 5 houve reducéo da eficiéncia de biossorcéo.
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Comportamento semelhante em relacdo ao pH foi encontrado nos estudos
realizados por Khakpour et al. (2014), onde a capacidade maxima da biossorcao de
selénio foi obtida em pH 5,0. Abaixo e acima desse valor, a capacidade de captura do
sorvato diminui. Os autores sugerem que o aumento na eficiéncia de remocéao de
selénio pode ser atribuido a ionizacdo de grupos funcionais da estrutura celular da
levedura, a qual ocorre de forma mais adequada para o processo de biossor¢cao em
pH 4,5 a5,0.

Como observado nos ensaios empregando solucdo de selenito de soédio
comercial, a maior redugéo de selénio ocorreu no ensaio BU2-EI6, empregando uma
maior concentracao de biossorvente (B = 52,5 g/L).

E possivel observar que no ensaio BU2-El1, onde empregou-se uma maior
concentracéo de sorvato no meio (A = 22,5 mg/L) e, consequentemente, maior volume
de efluente industrial e menor volume de efluente de industria cervejeira no meio (B =
17,5 g/L) em pH menor que 4,0; obteve-se a menor eficiéncia de remocao de Se (R =
39,15 %). Além dessas caracteristicas € preciso considerar que a real composicéo
qguimica do efluente ndo é conhecida (empresa néo permitiu a caracterizacao do seu
efluente industrial). No caso da existéncia de outros compostos no meio que possam
competir pela ligacdo Se-biomassa, quanto maior o volume do efluente da industria
quimica utilizado na mistura reacional, maior sera, também, a concentracdo desse
competidor no meio reacional.

Nos processos industriais, € evidente a interferéncia exercida pela presenca
conjunta de ions sulfato nos efluentes a serem tratados. Isto se deve ao fato de a
quimica do selénio ser semelhante a do enxofre (ambos pertencem ao grupo VI A da
tabela periddica). As espécies quimicas de selénio (seleneto, selenito, selenato e
selenocianato) encontradas nos efluentes de atividades agricolas e industriais, como
refino de petréleo, mineracdo e geracdo de energia, equiparam-se as principais
espécies de enxofre encontradas no mesmo tipo de efluente: sulfeto, sulfito, sulfato e
tiocianato (TWIDWELL et al., 2004).

Para Vijayaraghavan & Balasubramanian (2015), a presenca de co-ions
influencia fortemente a capacidade de remocéo do biossorvente em relacdo a um
determinado soluto. Como a biossor¢ao é um processo passivo, ho qual varios grupos
guimicos ou componentes quimicos da mesma biomassa desempenham um papel
importante na biossor¢cao de metais, pode-se esperar uma interacao complicada na

presenca de muitos ions, impossibilitando a reducéo efetiva do ion de interesse.
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Segundo Wang & Chen (2006), o efluente industrial, principalmente de industria
quimica, geralmente contém varios componentes, incluindo cations e anions
metalicos; e normalmente, a capacidade de biossor¢cdo de um ion metalico de
interesse é interferido e reduzido por estes co-ions.

Malik (2004) em seus estudos de biossorcao, deixa claro que apesar de haver
varios trabalhos que demonstraram o alto potencial de biossor¢ao de varios tipos de
biomassas microbianas para indmeros metais, muito pouco tem sido publicado com o
uso real de efluente industrial. O autor explica que a maioria desses estudos de
biossor¢céo vem utilizando solucdes sintéticas de sorvato. Nos poucos casos em que
foram utilizados efluente industrial, a eficiéncia tem sido mostrada muito baixa em
comparacao as solucdes sintéticas.

No presente estudo, mesmo com o uso de efluente industrial como fonte do
sorvato, a eficiéncia de biossor¢cédo de selénio em pH 4,5 pode ser considerada
satisfatoria. Comparando os valores de R e Y correspondentes aos ensaios com
maiores valores de A e B utilizando efluente de industria quimica (Tabela 5; Ensaios
BU2-EI5 e BU2-EI6) com aqueles onde utilizou-se solucéo sintética de Se (Figuras 10
e 11; Ensaios BU1-SS5 e BU1-SS6) é possivel constatar que, em média, houve uma
redugéo de 19% em R e, de maneira mais destacada, de 68% em Y ao substituir a
solucao sintética por efluente da industria quimica.

Assim como ocorreu nos ensaios com solucéo sintética, é possivel observar
na Tabela 5 que os ensaios com altas eficiéncias de biossor¢cédo (R), ndo foram os
mesmos com altas capacidades de biossorcéo (Y). E importante estar atento a esse
parametro pois um maior valor de R nem sempre significa uma maior capacidade
microbiana (Y) para a remocdo do contaminante. Nos ensaios utilizando efluente
industrial, o maior R (83,30%) foi obtido ao empregar a menor proporcao entre sorvato
(A = 7,5 mg/L) e biossorvente (B = 52,5 g/L), 0 que resultou em uma remocao em
torno de 6,25 mg de selénio do meio reacional (Ensaio BU2-EI6). Para o ensaio BU2-
El4 (A =22,5mg/L, B=17,5g/L) o valor de R (56,70%) foi 32% menor do que o de
BU2-EI6; porém, proporcionou a remoc¢ao de Se da ordem de 12,8 mg. Ou seja, a
capacidade de biossorgéo das células em BU2-EI4 foi maior do que em BU2-EI6.

A selecdo de um biossorvente para tratamento de efluente industrial frente aos
seus valores de R e Y dependera da concentracdo final do poluente que se deseja
remover e da concentracdo de biossorvente necesséria para isto. Caso ndo se deseje

recuperar o adsorbato e, principalmente, o biossorvente a ser empregado € de baixo
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custo de aquisicao, o parametro Y se torna menos importante do que R. Esta condic&o
foi tratada neste trabalho, ou seja, avaliar o potencial do uso de efluente da industria
cervejeira para reduzir a concentracdo de selénio contido em efluente de industria
quimica.

Tomando como base de calculo a capacidade méxima (Ymax = 0,73 mg/Q)
encontrada nos ensaios de biossorcao inativa de Se de efluente da industria quimica
por biomassa Umida (Tabela 5); empregando a maior concentracao inicial de selénio
(Seo = 22,5 mg/L) na mistura sorvato-biossorvente, é possivel avaliar se a quantidade
diaria de biomassa disponibilizada pela industria cervejeira é suficiente para a
biossorcdo desejada de Se. Com o volume diario de efluente gerado pela industria
quimica (7 m3/dia) contendo, em torno de 30 mg/L de Se, estima-se que para a
remocao de todo o selénio existente (0,21 kg/dia) seria necessario uma quantidade
minima de 287,7 kg/dia de biomassa microbiana (em massa seca). A partir da
concentracdo média de biomassa determinada no efluente da industria cervejeira (B=
97,3 g¢/L, em massa seca) seria necessario um volume minimo de 2,96 m?3dia, ou
seja, em torno de 59 vezes maior que o disponibilizado, atualmente, pela cervejaria
(50 L/dia).

De acordo com a industria cervejeira que cedeu o biossorvente, a partir de 2019,
com o inicio das atividades nas suas novas instalacdes industriais, o descarte de
biomassa residual devera aumentar em, no minimo, 10 vezes a quantidade atual.

Segundo Santos e Ribeiro, (2005), para cada m® de cerveja produzida séo
gerados, em média, cerca de 140 a 200 kg de massa seca de levedura. Sendo assim,
a busca por pequenas industrias de cervejas artesanais na regiao de Joinville que
disponibilizem a coleta desse tipo de descarte, podera contribuir com o aumento da
guantidade de biomassa disponivel para uso como biossorvente. Contudo, faz-se
necessario um levantamento de todo esse volume disponivel, bem como do custo de
transporte do efluente até a Estacao de Tratamento de Efluentes da industria quimica,

geradora do efluente com selénio.
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5. CONCLUSOES

A avaliacao de duas diferentes cepas de S. cerevisiae (ATCC 26603 e Univille
9080) nos ensaios de biossorcdo ativa, mostraram que ambas as cepas possuem
potencial para a biossor¢cao de selénio (IV) dissolvido em efluente industrial. Durante
os cultivos conduzidos a 30 °C, 120 min! e pH inicial de 4,5 ficou evidenciado o tempo
maximo de 24 h necessario para ser consumido todo o acgucar redutor (AR = 40 g/L)
disponivel aos micro-organismos e, concomitantemente, cessar 0 crescimento
microbiano. Porém, a reducdo da concentracdo de selénio prosseguiu até 120 h para
as duas cepas demonstrando, assim, que a biossor¢cdo pode ocorrer de forma
dependente do crescimento e de forma independe. A maior eficiéncia de biossorcéo
de Se em efluente industrial (R = 82,7%), com respectiva maior capacidade
microbiana de biossorcdo (Y = 1,82 mg/g) foram obtidas em t = 120 h com a cepa
Univille 9080. O maior R foi obtido no ensaio de maior concentracdo de biossorvente
e menores concentracdes de sorvato; enquanto que o maior Y foi observado no ensaio
de maior concentracédo inicial de Se e baixas concentracdes do biossorvente. Este
comportamento indica que a reacdo de biossorcéo de Se foi dependente das duas
concentracdes e, portanto pode ser classificada como uma reagéo de segunda ordem,
conforme sugerido por Khakpour et al. (2014).

Ao comparar a eficiéncia e a capacidade microbiana de biossor¢ao inativa de
selénio utilizando S. cerevisiae nas condicdes de biomassa Umida (sem pré-
tratamento) e biomassa seca (pré-tratada com etanol), a biomassa Umida apresentou
melhores resultados. A maior eficiéncia de biossor¢ao inativa, R = 97,52 %, foi
resultante do emprego de uma maior concentracao de biossorvente (B = 52,5 g/L) e
maior concentracdo de sorvato (A = 29,39 mg/L) proveniente de solucao sintética de
selenito de sédio comercial. Com efluente de industria quimica, o valor de R foi
reduzido para 83,3% utilizando mesmo B e bem menor valor de A (7,5 m/L);
demonstrando assim uma reducdao de 84% na capacidade de biossor¢céo (Y) de
selénio pelo mesmo tipo de biossorvente ao utilizar efluente industrial (Y = 0,12 mg/L)
no lugar de solucéo sintética Y = 0,73 mg/L.

O emprego de biomassa microbiana residual gerada por inddstria cervejeira
apresentou potencial para uso como biossorvente de selénio, principalmente na sua

forma de biomassa Umida. Fator positivo, pois em termos de processo, hdo seriam
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necessarios altos investimentos pela empresa onde os estudos foram realizados, para
0 pré-tratamento da biomassa.

O tratamento por meio de biossor¢do com biomassa Umida descartada por
induUstria cervejeira pode ser utilizado como processo adicional ao tratamento de
efluente de inddstria quimica da regidao de Joinville, que possui um residual de selénio
total na faixa de 30 mg/L. A biossorgéo, combinada com outros processos de redugao
de contaminantes ja estabelecidos na literatura especializada e alguns deles utilizados
pela empresa, podera contribuir para uma maior remocdo deste contaminante em
comparagao aquela atualmente existente no efluente descartado.

Apesar de ndo ter sido possivel reduzir a concentracao do poluente presente
nos meios avaliados para aquela pretendida (A < 0,30 mg/L, em atencao a Resolucao
CONAMA N° 430) e desta forma, contribuir para o atendimento da legislacdo de Santa
Catarina (A < 0,02 mg/L, Decreto N° 14.250) o aproveitamento de biomassa residual
da induastria cervejeira mostrou ser de grande potencial para uso e que merece a
continuidade deste estudo. Uma possibilidade para a obtencdo de maiores reducfes
na concentracdo de Se em efluentes seria 0 uso de S. cerevisiae combinada com

outros potenciais biossorventes que apresentem maior capacidade de biossorcéo.
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6. SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO

Para complementacdo dos resultados obtidos neste trabalho e contribuir para

o tratamento do efluente industrial com selénio residual, sugere-se:

a)

b)

d)

Devido a quantidade de biomassa necessaria para a biossor¢cao desejada de
selénio em efluente da indUstria quimica ser da ordem de 59 vezes maior do
que a atualmente disponibilizada pela industria cervejeira, sugere-se o estudo
para o uso combinado desta biomassa com outros potencias biossorventes,

como por exemplo, biomassa vegetal.

Desenvolver e empregar métodos que possam marcar os ions de Se e, desta
forma identificar os locais de sua captura pelos biossorventes e compreender
um pouco mais todo o processo de biossorcdo, tanto por biomassa ativa
(células vivas) quanto por biomassa inativa (células mortas). Este estudo seria
de grande contribuicdo cientifica uma vez h& poucos trabalhos sobre isto no

mundo.

Construir as isotermas de adsorcdo e determinar as concentracdes de
equilibrio do Se empregando diferentes concentracdes de sorvato e mesmas
concentragdes de biossorvente. Sugere-se utilizar biomassa Umida e biomassa
seca como biossorventes a fim de melhor estabelecer a sua influéncia sobre a

capacidade de biossorcédo das biomassas.

Caracterizar o lodo proveniente do processo de biossorcdo para fins de

destinacao.
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APENDICE A

Tabela 6 — Classificacdo granulométrica do biossorvente seco tratado com etanol.

COMPOSICAO GRANULOMETRICA - NBR 7217

PENEIRAS DETERMINACAO m=10g
mm Peso retido (g) % Retida
4,75 0,00 0,00
2,36 0,00 0,00
1,18 0,27 2,7
1,00 1,95 19,5
0,60 3,00 30,0
0,30 2,16 21,6
0,180 1,60 10,0
0,075 0,63 6,30

Fundo 0,38 3,90
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