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RESUMO !

RESUMO

A remocdo de H,S de uma corrente gasosa proveniente de industrias (petroquimica,
refinarias de petroleo, etc) ou de tratamento de esgotos domesticos e muito importante tanto
sobre 0 ponto de vista econdmico como de saude publica. Alguns processos convencionais
vem sendo estudados e utilizados porém, sd0 processos que apresentam como
inconveniente um alto custo operacional por utilizarem alto consumo de energia e
catalisadores especificos. Alternativas biotecnoldgicas tem sido estudadas usando
principalmente espécies do género Thiobacillus uma vez que essas espécies
quimiolitotréficas oxidam compostos reduzidos de enxofre como fonte de energia para o
seu crescimento.

No presente trabalho foi investigado a oxidagdo direta do H,S por Thiobacillus
ferrooxidans-LR e Thiobacillus thiooxidans-FGO1 assim como um processo combinado
usando separadamente etapas quimicas e etapas bioldgicas. Este processo é baseado em
uma rapida reacéo entre o fon Fe** e o H,S, o qual produz enxofre elementar e fon Fe**, e a
capacidade de T. ferrooxidans-LR oxidar Fe** como nico caminho metabélica para obter
energia, entre as espécies Thiobacillus.

Ambas as espécies oxidaram diretamente H,S presente em solucdo acida (pH ~ 1,8)
em concentracdes no intervalo de 5 a 100 mg.L™. O desprendimento deste gas em solucéo
acida foi consideravel e a oxidacao bacteriana foi somente detectada, em comparagdo com
o frasco ndo inoculado, em concentracdes abaixo de 5 mg.L™ e apés 150 min. Para estudar
0 processo combinado quimico bacteriano, celulas de T. ferrooxidans-LR foi primeiramente
imobilizada em fitas de PVC e anéis de vidro. Em ambos os suportes formou-se um espesso

biofilme apds cinco ciclos de oxidagdo do Fe?*. Durante os ciclos de imobilizac&o celular
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houve o aparecimento de um precipitado de cor vermelho-alaranjado que foi identificado,
através de andlise de raios-X, como jarosita. Entretanto, nenhum efeito negativo desse
precipitado foi observado durante os ciclos de imobilizacdo celular. A cinética de oxidacéo
do fon Fe®* por células imobilizadas foi investigado sobre diferentes concentracdes do fon e
diferentes taxas de diluicdo. Para concentraces de Fe?* até 2,5 g.L™ eficiéncia da oxidacio
deste fon ficou no intervalo de 95 a 100% com a taxa de oxidac&o variando de 0,2 a 0,8 h™.
Para altas concentracdes de Fe?* (acima de 4,0 g.L™) esse intervalo de oxidagdo foi mantido
somente para baixas taxas de diluicdo (abaixo de 0,1 h™). Operagbes em batelada ou
continuo (escala de laboratorio) a oxidagdo do H,S em contracorrente com solucéo de ion
ferrico produzido por oxidacdo bacteriana do ion ferroso, alcancou resultados de oxidacao
do gas acima de 99%. Enxofre elementar, contendo pequenas quantidades de jarosita, foi
identificado na solucdo de saida na coluna de lavagem do gas. Mesmo considerando os
varios problemas operacionais que surgiram na escala reduzida, os resultados obtidos neste
estudo levam a uma potencial aplicacdo dessa alternativa tecnolégica para uma escala

ampliada.
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ABSTRACT

Removal of H,S from gas streams of industrial sources or anaerobic treatment of
domestic sewage is a imperative task under economic (corrosion in petrochemical
industries), environmental and public healthy point of view. Conventional physico-
chemical processes are currently in use but they are very expensive since the necessity of
energy in these processes are so high. Biotechnological alternatives have been studied using
mainly species of Thiobacillus genus, since these chemolithotrophic species oxidize
reduced sulfur compounds as energy source for their growth.

In the present work it was investigated the direct H,S oxidation by Thiobacillus
ferrooxidans-LR and Thiobacillus thiooxidans-FGO01, as well as a combined process using
separated chemical and biological steps. This process is based on the fast chemical reaction
between Fe** and H,S, which produces elemental sulfur and Fe?*, and the capacity of T.
ferrooxidans-LR to oxidize Fe** as a unique metabolic pathway to obtain energy, among
Thiobacillus species.

Both species oxidized directly H,S present in acid solutions (pH ~ 1.8) in
concentrations ranged from about 5 to 100 mg.L™. The gas volatilization in these acid
solutions is considerable and the bacterial oxidation was only detected, in comparison with
non inoculated flasks, for concentrations below 5 mg.L™ and after 150 min. To study the
combined bacterial-chemical process, T. ferrooxidans cells were first tentatively
immobilized in PVC turnings or glass tubes. In both supports a thick biofilm was formed
after five complete cycles of Fe®* oxidation. In the pH value used in the immobilization
procedures, an yellow-brownish precipitate (jarosite) was identified by x-rays analyses.

Even so, none negative effects were correlated with Fe?* oxidation during experiments time
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course. The kinetics of Fe®* oxidation by immobilized cells was investigated under
different iron concentrations and dilution rates. For Fe?* concentrations up to 2,5 g.L™ the
oxidation efficiency ranged from 95 to 100% in dilution rate varying from 0.2 to 0.8 h™.
For higher Fe®* concentrations (above 4.0 g.L™%) this range of oxidation was maintained
only for low dilution rates (below 0.1 h™). Batch or continuous operations (laboratory
scale) of H,S oxidation in counter-current with bacterial produced ferric solutions,
presented results of H,S oxidation above 99%. Elemental sulfur, containing minor jarosite
contamination, was identified in the out solution from the H,S washing column. Even
considering that several operating problems normally arise in this reduced scale, the results
obtained in this study have indicated a promissory potential to apply this biotechnological

alternative in a full scale.
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| - INTRODUCAO

O enxofre nas suas diversas composicdes (SO4%, S,037, H,S, etc.), esta distribuido de
forma ampla na natureza. A interacdo desses compostos com os fatores bi6ticos e abidticos,
determina uma série de transformacdes que irdo reciclar as varias formas de enxofre. O
enxofre organico encontrado nas proteinas dos seres vivos (aminoacidos cisteina e
metionina), por exemplo, poderd se transformar em gas sulfidrico (H,S) pela acdo dos
microrganismos decompositores de matéria organica morta. O sulfato presente em
ambientes anaerdbios, também poderd se transformar em H,S, como consequéncia do
metabolismo das bactérias redutoras de sulfato tais como Desulfovibrio e
Desulfotomaculum. A Figura 1 mostra um esquema simplificado, dos principais processos

envolvidos no ciclo do enxofre na biosfera. (GARCIA JR., 1997).

H,S / S;Z \A

AR queima de o)
o f combustiveis fosseis
decomposicéo
/ 2
Sorg Absorcdo e reducdo pelas plantas e SO,
microrganismos
SO LO liberacédo 5
microbiana 1 5 2
1 T minerais
0 sulfetos | primérios
HS [« P S metalicos

2

Figura 1. Esquema simplificado das transformagdes do enxofre na biosfera. 1 - redugéo por

microrganismos; 2 - oxidagdo por microrganismos. Fonte: Garcia Jr., 1997.
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Dentre as varias formas de enxofre encontradas na natureza, o H,S é considerado um
dos principais agentes contaminantes da atmosfera. Apos sua liberacdo pela atividade
microbiana natural, esse gas é oxidado a didxido de enxofre (SO,) o qual é convertido a
acido sulfurico (H,SO,), que retorna ao solo na forma de “chuva acida”. Como a presenca
de H,S e também de outras formas de enxofre é altamente significativa em combustiveis
fosseis (petroleo e carvao, por exemplo), a utilizagdo intensa destes combustiveis em areas
altamente industrializadas, determina uma liberagcdo significativa de SO,, agravando a
intensidade das chamadas “chuvas acidas”.

Além dos aspectos ambientais, 0 H,S se constitui também em um sério problema sob
0 ponto de vista industrial e de saide publica. O H,S se apresenta como um expressivo
contaminante de gases industriais, sobretudo na industria petroquimica, nas refinarias de
petroleo e de gas natural. Sua presenca no “biogéas” também ¢é relevante, pois na producdo
deste sdo utilizados residuos organicos (efluentes de industrias de alimentos, papel e
celulose, tratamento anaerobios de &guas residuaria, etc.) que contém formas parcialmente
oxidadas de enxofre, as quais sdo reduzidas ao gas sulfidrico pela acdo de bactérias
redutoras de sulfato. Devido a sua natureza &cida, a presenca do H,S nesses gases
determina sérios problemas de corrosdo em equipamentos, tanques, bombas, tubulacGes
etc., prejudicando dessa forma, os processos envolvidos nessas atividades industriais e
aumentando os custos de manutencdo (JANSSEN et al., 1995; JANSSEN et al., 1997).

Um outro aspecto altamente relevante é a alta toxicidade e o odor desagradavel do
H,S. E um gas extremamente venenoso, mais do que o cianeto ou 0 mondxido de carbono.
Felizmente, o olfato humano pode detecta-lo em niveis que estdo muito abaixo de sua
concentracdo letal; infelizmente, porém, ele tem a propriedade de gradualmente diminuir a

sensibilidade olfativa, tornando o olfato um detector imperfeito do H,S.
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Dessa forma, sua remocgdo e disposi¢cdo tornam-se de fundamental importancia
devido, como ja salientado, a sua alta toxicidade e propriedades corrosivas. Nesse sentido,
diversos tipos de processos fisico-quimicos tém sido desenvolvidos e utilizados
industrialmente. Em geral, esses processos apresentam boa eficiéncia, aumentando a
qualidade do gas industrial e levando, algumas vezes, a produgdo de sub-produtos como por
exemplo, o enxofre. Entretanto, esses processos apresentam custos elevados por exigirem
altas pressOes e temperaturas, catalisadores especificos, etc.

Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de tecnologias alternativas para
contornar essa limitacdo econdmica dos processos convencionais. Como exemplo, pode ser
citado um processo de natureza biotecnoldgica, que tem como caracteristica basica, a
metabolizagdo do H,S por alguns microrganismos. Dentre 0s organismos capazes de oxidar
H.S, pode-se destacar espécies autotréficas do género Thiobacillus, as quais oxidam formas
reduzidas de enxofre (incluindo o H,S) como fonte energética para seu crescimento.

Esses processos apresentam como vantagens principais o baixo requerimento
energetico, consumo reduzido de reagentes, redugdo nos custos de capital inicial e
operacional, conversao direta do H,S e geracdo de uma quantidade minima de sub-produtos
indesejaveis.

Apesar dos inimeros trabalhos desenvolvidos e em desenvolvimento em outros
paises sobre a utilizacdo de processos biotecnoldgicos para a remocao do H,S, nota-se uma
lacuna significativa de trabalhos nessa &rea em nosso pais. Em fungédo dos problemas que o
gas sulfidrico pode determinar e das exigéncias cada vez maiores dos 6rgdos responsaveis
pela legislacdo ambiental, € de fundamental importancia o desenvolvimento de estudos
nessa area no Brasil, considerando-se ainda, as limitacdes de ordem econdmica dos

processos fisico-quimicos convencionais.
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Assim, em funcdo da necessidade de se desenvolver um processo alternativo para o
tratamento do H,S presente em diversos tipos de gases, e em funcdo da inegavel
potencialidade biotecnologica da utilizagdo de bactérias sulfo-oxidantes principalmente a
bactéria Thiobacillus ferrooxidans, esse trabalho foi conduzido como uma alternativa

pioneira em nosso pais.
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I1-OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um processo sobre utilizacdo de
bactérias do género Thiobacillus para a remocéo de H,S de gases, através de:

e Escolha da cultura mais “eficiente” na oxidacéo direta do H,S, através de ensaios
exploratdrios com os géneros T. ferrooxidans-LR e T. thiooxidans-FG01 além da
oxidacdo quimica pelo fon Fe*".

e Estudo da imobilizagéo do T. ferrooxidans-LR em dois diferentes suportes.

e Estudo da oxidacdo do fon Fe** por bactéria do género T. ferrooxidans-LR
utilizando células livres e células imobilizadas em biorreator.

e Auvaliacdo da eficiéncia na remocdo do H,S de gases em um processo continuo

utilizando uma coluna com células imobilizadas de T. ferrooxidans-LR.
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I11 - REVISAO DA LITERATURA

A remocdo do H,S de gases em geral, € de extrema importancia sob o ponto de vista
de aspectos ambientais, econdmicos e de saude publica. Nesse sentido, a legislacdo
ambiental tem se tornado cada vez mais exigente quanto aos indices maximos permitidos
para a liberagdo do H,S para a atmosfera, bem como para sua presenca em gases de
utilizacdo industrial. Cork et al. (1986) destacaram que este gas deve ser removido de gases
industriais para concentrac@es inferiores a 1 ppm. Segundo Clesceri (1989), o limiar da
percepcdo humana do H,S em &gua limpa é de 0,025 a 0,25 nug.L ™. A norma especifica da
CETESB (1990) indicou essa faixa de concentracdo para potabilidade de agua e, em relagdo
ao ar, impede a emissdo desse gas em qualquer concentracao.

Desta forma, devido a sua alta toxicidade e ao odor desagradavel, a sua remocao e
disposi¢do tornam-se de fundamental importancia. Conforme destacado na Introdugédo
deste trabalho, diversos processos fisico-quimicos sdo utilizados industrialmente para o
tratamento desse géas e, por outro lado, diversos estudos tem mostrado uma potencialidade
real para a utilizacdo de rotas biotecnologicas alternativas. Assim, serdo discutidos a seguir
alguns desses processos fisico-quimicos, bem como os fundamentos essenciais das rotas

biotecnoldgicas.

I11.1 — Processos para o tratamento de H,S
I11.1.1 - Processos Fisico-Quimicos
O processo comercial mais utilizado para a remocdo de H,S é 0 processo

“Alcanolamina”, no qual varios tipos de aminas podem ser utilizadas: monoetanolamina,
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dietanolamina, diglicolamina e metildietanolamina (KOHL & RIESENFELD, 1985;
JENSEN & WEBB, 1995a). Um diagrama simplificado do processo pode ser visto na
Figura 2.

Uma solucdo de amina “pobre” (sem H,S), apés seu resfriamento (5), € bombeada
para o topo de um absorvedor (tanque 1), e a seguir entra em contato em contra-corrente
com o gas contaminado (contendo H,S), o qual é entdo absorvido pela solugdo de amina. O
gés ja purificado sai pelo topo do absorvedor (1). A solugdo de amina rica em H,S, passa
por um trocador de calor (2) e a seguir essa solucéo ja aquecida, entra pelo topo de uma
coluna de separacéo (3), a qual é aquecida na base por uma caldeira geradora de vapor (4).
Nessas condi¢des, 0 gas H.,S é separado da solucdo de amina rica. O gas que sai da coluna
de separacdo é resfriado (6) para condensar o excesso de vapor (7) e o condensado é
bombeado de volta a coluna de separacdo (3). Finalmente, o gas H,S € retirado a partir do

tanque de refluxo (JENSEN & WEBB, 1995a).
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Gas acido
contendo

Agua de
resfriamento

H,S e CO,
Gas Agua de
purificado resfriamento
Gés Vapor

contaminado

Amina rica

Figura 2. Diagrama simplificado do processo alcanolamina. 1 — Coluna de absorcéo; 2 —
Trocador de calor; 3 — Coluna de separacdo; 4 — Caldeira; 5 e 6 — Trocadores de calor; 7 —
Refluxo.

Fonte: Jensen & Webb, 1995a.

Como pode-se notar, o processo descrito acima € usado somente para remogao de H,S
da corrente de gas e ndo para sua eliminacdo (KOHL & RIESENFELD, 1985). Este gas
produzido durante a regeneracdo do solvente amina é normalmente incinerado. Entretanto,
a incineracao de H,S produz didxido de enxofre (SO,), que embora menos tdxico, também
é um agente poluente conforme j& destacado (SUBLETTE & SYLVESTER, 1987a). Uma
alternativa que vem sendo utilizada é a conversdo do H,S a enxofre elementar, atraves do
processo Claus, representado na Figura 3.

O gés contendo H,S liberado no processo “Alcanolamina” passa inicialmente por um
lavador (1) e a seguir, junto com uma quantidade estequiométrica de ar, é alimentado em

um forno de reacdo (2). Neste forno, um terco do H,S é oxidado a SO,. Os gases H,S e SO,
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reagem e sdo convertidos parcialmente a enxofre elementar. Essa mistura de gases,
contendo H,S, SO, e enxofre elementar, é resfriada até 650 a 500° C, gerando vapor de alta
pressdo (3). Parte dessa mistura é conduzida ao condensador (5) para condensacdo do S°
que é entdo recuperado no tanque de separacdo (6). A outra parcela da mistura de gases é
conduzida aos reatores (4) onde ocorre a reacdo catalitica de Claus (equagdo 1) para
producdo de S°. Os gases de saida dos reatores sdo condensados em (5) e o enxofre é
recuperado em (6). Normalmente os catalisadores usados durante a reacdo de Claus séo

bauxita natural ou amina.

2H,S+S0, < 3S° + 2H,S + calor [1]

A 4 4 Y

C )

Vapor de baixa
Vapor de alta pr?sséo
presséo 1

Ar —

A
A

Y

y
N

w
y

«— Agua

—» Gas final

» Enxofre
v v liquido
< 6 L.l Inniniiioa |_|:|7 >

Agua

Figura 3. Diagrama simplificado de um tipico processo Claus. 1 — Lavador de gés; 2 —
Forno de enxofre; 3 — Caldeira, 4 — Reatores; 5 — Condensador de enxofre; 6 — Tanque de
separagéo; 7 — Bomba.

Fonte: Jensen & Webb, 1995a
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A recuperacdo de enxofre de 92 a 95% é usualmente obtida utilizando-se dois reatores
cataliticos, como mostrado na Figura 3 (JENSEN & WEBB, 1995a).

O processo Claus é o mais convencional para a recuperacdo de enxofre. No entanto,
este processo requer uma concentracdo do H,S maior que 15% nos gases a serem tratados,
para sua eficiente operacdo. Como alternativa, pode-se citar o processo Stretford-Holmes
no qual o H,S é absorvido e oxidado a enxofre elementar, enquanto ainda em solucéo.
Tem-se ainda outros processos de recuperacdo de enxofre como por exemplo: Takahax e
Giammarco-Vetrocoke (CORK et al., 1986).

Um outro processo que vem sendo utilizado para a recuperacao de enxofre a partir do
H,S liberado no processo “Alcanolamina”, € o processo “Clinsuf-DO” que tem como
caracteristica principal a oxidagdo direta do H,S. A recuperacdo de enxofre nesse processo
alcanga aproximadamente 95%, utilizando gds com baixa concentracdo de sulfeto de
hidrogénio (1 a 20% em volume), faixa na qual o processo tradicional de Claus ndo se
aplica (HEISEL et al., 1996).

Outro metodo utilizado para lavagem de gases € a utilizagdo de colunas empacotadas,
porém, sua construgdo e operagdo demanda alguns cuidados que serdo descritos a seguir.

O modelo mais comum para a construcdo de torres de absor¢do de gas é uma coluna
recheada com material inerte, operando em sistema contra-corrente: entrada do gas pela
parte inferior da coluna e o liquido de lavagem pela parte superior da mesma.

Segundo Pizzo et al. (1998), o uso eficiente de colunas empacotadas é diretamente
relacionado com a distribuicdo do liquido. Para que a coluna tenha um funcionamento
ideal, o liquido uma vez distribuido no topo do empacotamento deve percorré-lo em forma

de filmes finos, molhando-o de forma homogénea.
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Pode ocorrer também, especialmente trabalhando-se com baixa vazdo do liquido, que
muitos dos constituintes do empacotamento podem estar secos ou recobertos por um filme
de liquido estagnado formando canais preferenciais ao longo da coluna. Esse efeito pode
ser minimizado desde que o didmetro da coluna seja no minimo 8 vezes maior que 0
didmetro do suporte utilizado para empacoté-la. Se a relagdo entre o didmetro da torre e 0
didametro do empacotamento for menor que 8/1, o liquido tende a descer pela parede da
coluna, tornando o sistema ineficiente (COLBURN, 1981).

Deve-se ter ainda, como fase continua o gas e como fase dispersa o liquido
absorvedor. Se a vazéo, ou outras condicdes, sdo tais que o liquido torna-se continuo e o
gés torna-se disperso, ocorre uma condicdo ineficiente chamada de “inundacdo” da coluna.

O material a ser utilizado para empacotar uma coluna de absorcdo de gas também é
um fator importante que deve ser levado em consideragdo, pois 0 mesmo € influenciado
pelas condigdes de operacdo da coluna destacando-se a temperatura e a natureza corrosiva
das substéncias presentes no sistema (CHEN, 1984). Desta forma, esse material deve
apresentar resisténcia a tais fatores, associada a um baixo custo. Como exemplos podem ser
citados materiais confeccionados em argila, porcelana e plasticos tais como: Anel de
Rasching (vidro ou plastico), Anel de Pall (plastico ou ceramico), Anel de Ballast, etc. O
uso de um ou de outro conforme ja salientado, depende das caracteristicas da coluna que se
deseja trabalhar e das caracteristicas das substancias envolvidas no sistema (McCABE et
al., 1993).

A maioria dos processos fisico-quimicos acima descritos para tratamento do H,S
apresentam custos elevados devido a uma serie de fatores, entre 0s quais devem ser
mencionados: 0 alto consumo de energia, custo elevado de capital inicial, geracdo de

produtos secundarios poluentes, entre outros. Dessa forma, torna-se necessario o
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desenvolvimento de tecnologias alternativas para contornar essas limitagdes dos processos
convencionais (GUOQIANG et al., 1994).

A utilizacdo de microrganismos para a remocdo de H,S se apresenta como uma
alternativa bastante promissora, pois, além de apresentar boa eficiéncia, €
significativamente mais econdmica que os processos fisico-quimico convencionais (CHO et

al., 1992).

111.1.2 - Processos Biotecnolégicos

O principio bésico da rota biotecnologica é a capacidade de oxidacdo do H,S que
certas espécies de microrganismos apresentam, principalmente espécies de bactérias do
género Thiobacillus (SUBLETTE & SYLVESTER, 1987a, GUOQIANG et al., 1994).
Além deste género, bactérias fotossintetizantes das familias Chromatiaceae e
Chlorobiaceae se constituem em microrganismos capazes de remover H,S. Como se sabe,
essas bactérias utilizam o H,S como doador de elétrons, durante o processo de fotossintese,

segundo a reagdo de van Niel mostrada abaixo (JENSEN & WEBB, 1995a):

2nH,S+nCO, — 2nS° +n(CH,0)+nH,0 [2]

Baseando-se nesse tipo de metabolismo, Cork et al. (1983) e Cork et al. (1986),
desenvolveram um processo para remocdo de H,S de uma corrente de gas usando
Chlorobium limicola linhagem thiosulfatophilum. Estes autores empregaram um reator
continuo tipo tanque agitado (CSTR), tendo obtido uma eficiéncia de remocdo de H,S de
99,6%. O enxofre elementar foi o produto final obtido em maior quantidade, representando

67,1% da oxidacdo de H,S; o restante foi convertido em produtos sollveis de enxofre.
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Entretanto, a acumulacdo de compostos de enxofre no sistema (sulfato, por exemplo)
determina um decrescimo da conversdo do H.,S a enxofre.

Outro estudo interessante, também utilizando células de Chlorobium limicola
linhagem thiosulfatophilum, foi desenvolvido por Kim et al. (1990). Nesse estudo, as
celulas desta espécie bacteriana foram imobilizadas em uma matriz de alginato-estroncio
(alginato de sédio 1,5 m/v e cloreto de estroncio 0,1 moles.L™) e colocadas em um reator
anaerobio para a conversdo do H,S a enxofre. Foi também investigada a influéncia do
acumulo de sulfato no meio reacional sobre a eficiéncia do processo. O acumulo de enxofre
e de sulfato no reator foi dependente da intensidade de luz e da velocidade de alimentacdo
de H,S no sistema. Dessa forma, condi¢Ges Otimas de operagdo, onde ndo ocorreu um
acumulo significativo de sulfato, foi estabelecido em um reator anaerébio operando em
batelada com células livres e imobilizadas na matriz de alginato-estréncio. Provavelmente a
absorc¢do de luz pelas células imobilizadas foi eficiente devido a transparéncia da matriz de
imobilizacdo. Nesse sistema conseguiu-se uma velocidade maxima de oxidacdo de H,S de
3,8 mmoles.L.h.

Chung et al. (1996a) estudaram a descontaminacgdo de H,S utilizando Pseudomonas
putida-CH11. Observaram que quando as células dessa bactéria foram imobilizadas em
solucdo contendo 4% de alginato de célcio, houve uma alta eficiéncia de remocéao (96%) de
H,S para concentracdes no intervalo de 10 a 150 mg.L™.

Apesar desses estudos terem indicado um bom potencial sob o ponto de vista de
aplicabilidade industrial, as limitacGes significativas da utilizacdo de microrganismos
fotossintetizantes, derivam da natureza anaerébia e das considerdveis necessidades de

energia luminosa desses microrganismos (GADRE, 1989; JENSEN & WEBB, 1995a).
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Como um exemplo de utilizacdo de um microrganismo heterotrofico no processo de
descontaminacdo de H,S, merece ser destacado da bactéria Xanthomonas sp. linhagem
DY44. Cho et al. (1992) isolaram essa linhagem em ambiente contendo sulfeto e a
utilizaram em ensaios de bancada para a remocao de H,S de um gas contendo 2% (v/v) de
H,S em atmosfera de N,. A remocdo observada do gas sulfidrico nos ensaios
provavelmente ndo foi devida a oxidacdo deste, mas sim decorrente de um processo
fisiologico de destoxificacdo desse gas pela bactéria, resultando na producdo de
polissulfetos. Como limitacdo basica da potencial utilizacdo de microrganismos
heterotroficos em processos de remogdo de H,S deve ser destacada a necessidade de
nutrientes organicos especificos, nem sempre disponiveis como rejeitos para o cultivo

dessas espécies.

111.1.2.1 - Processos biotecnolégicos utilizando espécies do género Thiobacillus
111.1.2.1.1 - O género Thiobacillus

Outras bactérias que vém sendo muito utilizadas em estudos de remocao de H,S séo
as quimiolitotroficas do género Thiobacillus. Essas bactérias sdo caracterizadas pela
capacidade de oxidar compostos reduzidos de enxofre (incluindo o H,S) como forma de
obter energia para a fixacdo do CO, atmosférico (LEDUC & FERRONI, 1994). Além
disso, essas bactérias necessitam de poucos requerimentos nutricionais, também
estritamente inorgénicos, para o0 seu crescimento. Devido a essas caracteristicas, esses
microrganismos apresentam um potencial até mais expressivo para sua utilizacdo
biotecnoldgica na descontaminagdo de H,S, do que as especies citadas anteriormente
(GADRE, 1989; CADENHEAD & SUBLETTE, 1990; JENSEN & WEBB, 1995a). Como

exemplos de espécies do género Thiobacillus podem ser citadas: T. denitrificans, T.



REVISAO DA LITERATURA 15

ferrooxidans, T. thioparus, T. thiooxidans e T. versutus (SUBLETTE & SYLVESTER,
1987a; CHO et al., 1991).

Uma das espécies que tem sido mais amplamente estudada com o objetivo de sua
utilizacdo em processos de descontaminacdo de H,S é o T. denitrificans. Essa espécie
cresce autotroficamente em condi¢Oes aerobias, utilizando formas reduzidas de enxofre em
geral (tiossulfato, tetrationato, sulfeto, etc.) como fonte de energia em meio com pH
préximo a neutralidade (6,8 a 7,4). Por outro lado, esta espécie é anaerobia facultativa pois
pode usar nitrato, nitrito ou 6xido nitroso como aceptor final de elétrons durante a oxidacéao
dos compostos de enxofre mencionados acima (HOLT, 1994; BAALSRUD &
BAALSRUD, 1954). Tais caracteristicas foram destacadas por Sublette & Sylvester
(1987a) como altamente favoraveis para a utilizacdo dessa espécie em processos biolégicos
de remocéo do H,S.

Em ensaios de oxidacdo desse gas em reator anaerdbio, Sublette & Sylvester (1987a)
demonstraram que o T. denitrificans cresceu adequadamente em concentracdo de 1% de
H.S em atmosfera de N, resultando em uma saida de gas contendo menos que 1uM de
H,S.

Sublette (1987) estudou o comportamento dessa especie em experimentos em reator
aerobio em fluxo continuo e em batelada. Nos dois regimes de operacéo foi notado como
fator limitante do crescimento da espécie a concentragdo de H,S. Além disso, no processo
aerobio houve pouca eficiéncia na producdo de biomassa comparado a resultados obtidos
em processo anaerobio em reator operando em batelada, Esses resultados indicaram que
talvez 0 O, pode ser o substrato inibitério de crescimento, quando T. denitrificans cresce

em meio contendo o H,S. Em estudos complementares, procurou-se avaliar o efeito da
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contaminacdo dos reatores por microrganismos heterotroficos, tendo-se demonstrado que a
presenca desses contaminantes praticamente ndo interferiu na atividade do T. denitrificans
(SUBLETTE & SYLVESTER, 1987c). Esses mesmos autores ainda estudaram a eficiéncia
do processo em reator continuo tipo tanque agitado (CSTR) para cultura de T. denitrificans,
tentando minimizar a baixa producdo de biomassa encontrada nos outros trabalhos.
Basicamente, os resultados obtidos indicaram que a utilizacdo do reator CSTR tornava-se
mais eficiente desde que a operacdo fosse realizada com reciclo da biomassa (SUBLETTE
& SYLVESTER, 1987b).

Em relacdo a outras espécies do género Thiobacillus, Cadenhead & Sublette (1990)
demonstraram que as espécies T. thioparus, T. versutus, T. neapolitanus e T. thiooxidans
foram menos eficientes na oxidacdo aerdbia de H,S que a espécie T. denitrificans.
Entretanto, foi destacado que uma cultura mista dessas espécies poderia ser eficiente, pois
as mesmas apresentaram uma larga faixa de pH adequado (4,0 a 8,0).

Deve ser ressaltado ainda, um estudo sobre a utilizacdo de uma cultura com
propriedades floculantes de T. denitrificans para o tratamento de gases contendo o H,S em
escala-piloto (SUBLETTE et al., 1994). Esse trabalho foi realizado sob condicbes aerdbias
e foi utilizada uma coluna com capacidade para 0,5 m®. A coluna foi operada
continuamente por 7 semanas e alimentada com gas sintético contendo: 10% de H,S, 5% de
CO; e 85% de Ny. A vazdo de alimentagdo do gés foi de 0,034 & 0,12 m*.min™ com H,S na
concentracdo de 0,25 42,9 g.m™ . A temperatura de trabalho foi de 30°C. Conseguiu-se um
indice de remoc&o de H,S superior a 80%, para um total de aproximadamente 300 horas de
operacdo. As limitagdes no rendimento foram associadas a problemas de transferéncia de

massa (transferéncia de H,S no meio de cultura) e ndo a fisiologia microbiana.
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Gadre (1989) estudou o processo de remoc¢do de H,S utilizando um biorreator de
filme fixo. Nesse trabalho foi utilizado um consoércio de bactérias quimioautotroficas
(Thiobacilli) imobilizadas em anéis de porcelana, objetivando fundamentalmente minimizar
a perda de biomassa. Apesar de uma eficiéncia relativamente baixa (cerca de 70%) na
remocdo do H,S, houve contudo, uma boa conversdo para enxofre elementar
(aproximadamente 80% do total de H,S removido). Segundo o autor, provavelmente a
disponibilidade de O, foi o fator limitante no processo. Além disso, um outro fator que
também deve ser levado em consideracdo como aspecto limitante, foi o decréscimo no pH
do meio até cerca de 3,0.

Nessa mesma linha de imobilizacdo celular, Ongcharit et al. (1989) testaram a
eficiéncia da imobilizagdo de uma cultura de T. denitrificans em lodo ativado com boas
propriedades floculantes. Os resultados de remocao de H,S ndo indicaram uma eficiéncia
significativa do processo em relagdo aos outros descritos. Como vantagem principal,
entretanto os autores destacam a facilidade de recuperacdo da biomassa para posterior
reciclo em um reator continuo de mistura completa.

Huang et al. (1996 apud OH et al, 1998) imobilizaram Thiobacillus sp. em biofiltro e
obtiveram uma eficiéncia de remocédo de H,S de 95% quando trabalharam com uma vazdo
de entrada de gas até 93 L.h™ e concentragdo de H,S de 60 mg.L™. Porém, quando a vazéo
do gas aumentou para 180 L.h a eficiéncia foi reduzida a 78% devido, conforme os
autores, a problemas difusionais gas-particula imobilizada.

Um outro estudo da remocdo bioldgica do H,S de gases, utilizando-se um biorreator
de leito fluidizado em trés fases e Thiobacillus sp. linhagem IW imobilizada em carbono
ativado foi desenvolvido por Oh et al. (1998). O biorreator foi operado a 30°C e

apresentava um didmetro interno de 3 cm e comprimento de 75 cm. Foi conseguida uma
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remogdo do gas de 94% para uma vazdo de entrada de gas de 1 a 2 L.min™ para
concentracdo de gas na faixa de 100 a 200 mg.L™.

Chung & Huang (1997) imobilizaram Thiobacillus sp. linhagem CH11 em alginato de
calcio para remocdo de H,S em sistema continuo. Obtiveram uma remog&o de gas de 98,5%
para concentracio de entrada de gas no intervalo de 13 a 78 g.L™ Esses autores concluiram
que o processo desenvolvido pode ser utilizado para pequenos volumes de efluentes e baixa
concentracdo do H,S.

Hirano et al. (1996) utilizaram T. thiooxidans linhagem JCM7814 para remover
sulfeto de hidrogénio emitido a partir de residuos sélidos domésticos utilizando um reator
em escala de bancada. Células de T. thiooxidans oxidaram H,S a uma velocidade maxima
de 0,84 mmoles H,S.g™.cel™.

Chung et al. (1996b) utilizaram T. thioparus imobilizado em alginato de célcio (4%)
para remocdo de H,S. Esses autores observaram que a velocidade de fluxo de entrada de
gas no reator influencia a eficiéncia da espécie para a remoc¢do do gés. Verificaram que
quando uma alta concentracdo de H,S é introduzida no reator ha a necessidade de diminuir
a vazdo de fluxo de gas ou aumentar o volume de empacotamento de células imobilizadas
para obter a capacidade 6tima de remocao de H,S.

Outra espécie de bactéria do género Thiobacillus que também merece destaque no
processo de tratamento de gases industriais para eliminacdo de H,S, é o T. ferrooxidans
pois essa espécie além de oxidar formas reduzidas de enxofre, oxida também o fon Fe?* a
Fe®* caracteristica esta que, como serd visto posteriormente, apresenta uma G6tima
potencialidade para o tratamento do H,S. Suas caracteristicas morfologicas e fisiologicas

serdo descritas a seguir.
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111.1.2.1.2 - Thiobacillus ferrooxidans
- Caracteristicas Gerais

O T. ferrooxidans se apresenta como pequenos bastonetes Gram-negativos, com
dimensdes de 0,5 a 0,6 um de largura por 1,0 a 2,0 um de comprimento, reproduzindo-se
por divisdo binaria simples. S&o microrganismos que se movimentam atraves de flagelo
polar simples e s&o encontrados naturalmente em efluentes acidos de minas contendo algum
sulfeto metélico (NEMATI et al., 1998).

Essa espécie é aerdbia e quimiolitotrofica, pois obtém a energia necessaria para a
fixacdo do CO, atmosférico para o seu crescimento a partir da oxidacdo do Fe™ e
compostos inorganicos de enxofre de valéncia reduzida (S°, sulfetos metalicos, tiossulfato,
H.S, etc.). Sdo microrganismos acidofilicos, pois o pH 6timo para o crescimento esta entre
1,8 e 2,3, ocorrendo crescimento porém, na faixa de 1,0 a 4,5. Sd0 microrganismos
mesofilicos, sendo que sua temperatura de crescimento esta na faixa de 20 e 40°C, com
crescimento 6timo em torno de 30°C (LEDUC & FERRONI, 1994; JENSEN & WEBB,
1995b).

Vale também ressaltar que o género T. ferrooxidans esta diretamente associado a
dissolugédo oxidativa de sulfetos metalicos, e em funcdo desse metabolismo, essa bactéria é
utilizada em processos de lixiviacdo de metais em escala industrial. Como exemplo pode

ser citado o cobre, uranio e, mais recentemente, o ouro (ROSSI, 1990).

- Oxidacdo do Fe?*
Dentre as espécies do género Thiobacillus somente o T. ferrooxidans pode oxidar o

fon ferroso (Fe*) como forma de derivar energia para o seu crescimento. Como resultado
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de cerca de 40 anos de pesquisa, existe unanimidade com relacdo a estequiometria da

reacéo de oxidagdo do fon Fe?*, a qual pode ser vista na equagéo abaixo:

2FeSO4 +H,p804 + 100, — Fep(SO4)3+H,0 [3]

Os elétrons transferidos da reacdo de oxidac&o do fon Fe®* e das formas reduzidas do
enxofre, via cadeia respiratoria, liberam a energia necessaria para a fosforilagdo do
difosfato de adenosina (ADP) e a conseqliente producéo do trifosfato de adenosina (ATP).

Ingledew (1986) apresentou um sumario completo dos componentes do sistema
oxidativo e de transferéncia de elétrons (producéo de energia) do T. ferrooxidans, dentre o0s
quais deve ser destacada a enzima rusticianina, primeiro aceptor de elétrons da cadeia
respiratoria dessa bactéria. Utilizando a energia proveniente dessas reacfes de oxidacao, a
espécie fixa 0 CO, atmosfeérico via ciclo de Calvin (TUOVINEN & KELLY, 1973).

O crescimento de T. ferrooxidans e sua habilidade de oxidar ion ferroso sdo altamente
influenciadas pela concentracdo desse ion. Silverman & Lundgren (1959) reportaram um
decréscimo no crescimento da bactéeria devido a exaustéo de ion ferroso no meio de cultura.
Da mesma maneira, Kelly & Jones (1978 apud NEMATI et al, 1998) observaram que
aumentando a concentragdo do fon ferroso até 5,6 g.L™, ocorreu um aumento progressivo
na velocidade de oxidagdo, enquanto que para concentracdes superiores ocorre uma
diminuicdo na velocidade oxidativa do Fe®*. Barron & Luecking (1990) encontraram a
velocidade méxima de crescimento de T. ferrooxidans na presenca de 2 a 3 g.L™" de Fe**
porém, como no trabalho anterior, concentracdes mais elevadas do Fe?* mostraram um

efeito inibitorio no crescimento do microrganismo.



REVISAO DA LITERATURA 21

Grishin et al. (1983) obtiveram uma velocidade de oxidacdo do ion ferroso de 0,75
g.L"2.h" em solucéo utilizada na lixiviagdo de metais. Esses autores observaram ainda que a
oxidacdo do Fe*" pode ser acelerada somente por um aumento na densidade da biomassa
em solucdo. A utilizacdo de um quimiostato com reciclo de biomassa aumentou a densidade
populacional bacteriana e desta forma, obtiveram um aumento significativo da oxidacéo do
Fe?* para 7 g.L™.h™. Com uma alta densidade de biomassa (1,2 g.L™) e utilizando-se uma
velocidade de diluicdo de 3 h, a velocidade de oxidacdo do Fe** aumentou para 5 g.L™.h™.

Devido a diversas condicGes (temperatura, pH, concentracdo de substrato, CO, e O,
disponivel) e os procedimentos empregados em diferentes estudos, significativas
discrepancias tem ocorrido em literatura com relagdo aos valores de pmsx encontrados.
Muitos autores tem descrito valores de pms €m meio sintético. O meios mais comumente
utilizados sdo os meio “9K” de Silverman & Lundgren (1959) e 0 “T&K” de Tuovinen &
Kelly (1973). Valores de pmsx reportados na literatura estdo no intervalo de 0,01 h* a 1,78
h?, sendo que a média desses valores estd no intervalo de 0,1 a 0,2 h* (LEDUC &

FERRONI, 1994).

- Imobilizacéo do T. ferrooxidans

Mesmo aumentando a eficiéncia, os processos biotecnoldgicos que utilizam reatores
continuos tipo tanque agitado (CSTR), podem se tornar anti-econdmicos pois a operagao
em larga escala demanda, dentre outros requisitos, um alto consumo de energia.

Neste sentido, a utilizacdo de reatores de células imobilizadas tem atraido a atengéo
de varios pesquisadores, pois permite a obtencdo de concentragdes celulares mais elevadas

que em sistemas com células livres, uma vez que a operacdo continua do reator ocorre sem
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arraste dos microrganismos. Em muitos casos, estes sistemas permitem a separacdo
continua de produtos e a remocdo de inibidores de reacdo (BAILEY & OLLIS, 1986). No
caso de sistemas continuos, as células imobilizadas permitem estender o tempo de atuacao
da funcdo catalitica das células sobre a reacdo desejada (ZAIAT, 1996). Segundo Fan
(1989), células imobilizadas podem ser definidas como “células que sdo fisicamente
confinadas ou localizadas em uma regido definida do espaco, com manutencdo de sua
atividade catalitica e/ou viabilidade, podendo ser usadas repetidas e continuadamente”.

Vaérios suportes tém sido utilizados para a imobilizacdo celular e alguns parametros
devem ser considerados, quando da escolha de um dado material: permeabilidade,
geometria, compressibilidade, resisténcia mecénica, sensibilidade ao cisalhamento,
toxicidade e composicéao iénica (BAILEY & OLLIS, 1986).

Foi citado na literatura uma variedade de suportes utilizados para a imobilizagdo
celular como, por exemplo, o alginato de célcio (WAKAO et al., 1994; LANCY &
TUOVINEN, 1984), o anel de porcelana (GADRE, 1989), a espuma de poliuretano
(NEMATI & WEBB, 1996), as particulas de carbono ativado, resina de troca idnica, anel
de vidro (GRISHIN & TUOVINEN, 1988), o cloreto de polivinil (PVC) (NIKOLOV et al.,
1988), entre outros. O suporte e 0 método de imobilizacdo devem ser cuidadosamente
selecionados a fim de minimizar alguns efeitos, tais como, resisténcia difusional a
transferéncia de massa e mudangas fisioldgicas e morfoldgicas das células (ZAIAT, 1996).

Lancy & Tuovinen (1984) imobilizaram T. ferrooxidans em matriz de alginato de
célcio para estudar a oxidacéo continua do fon Fe?* em uma coluna de leito fixo. Os autores
constataram que trabalhando com uma taxa de diluicdo de 0,18 h™, a velocidade de
oxidacéo foi de 0,54 Kg.m™>.h™. Aumentando a taxa de diluicdo para 0,42 h™, inicialmente

houve um decréscimo de 50% na conversdo do ion ferroso. Entretanto, apds 5 dias de
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operacdo, a conversdo do Fe®" alcancou 96%. Uma velocidade méxima de oxidagdo 1,22
Kg.m™.h™ foi conseguida nesta taxa de diluicéo.

Nikolov et al. (1988) estudaram a velocidade de oxidacdo do fon Fe?* usando o
género T. ferrooxidans imobilizado em cloreto de polivinil (PVC). Esses autores
verificaram um aumento progressivo na velocidade de oxida¢do quando a concentragdo
inicial do Fe?* variou no intervalo de 6 a 30 Kg.m™, enquanto que, na faixa de 30 a 40

2 ndo houve um aumento consideravel na velocidade de oxidacdo do Fe®".

Kg.m
Observaram ainda que a aeracdo de 0,40 para 1,2 vvm ndo influenciou a atividade de
oxidacdo do Fe?* pelo biofilme para concentracdes de até 30 g.L™, enquanto que em altas
concentracdes do Fe®*, a cinética da reacéo foi significativamente dependente da aeracéo.
Armentia & Webb (1992) imobilizaram T. ferrooxidans em espumas de poliuretano.
Observaram, por meio de experimentos preliminares realizados em mesa agitadora, que
ocorreu boa imobilizacdo das bactérias aos suportes, sugerindo que as células ficavam
aderidas ao suporte devido a sua natural tendéncia a aderéncia em superficies e, também,
devido & sua afinidade por fon Fe**, o qual acumulava-se dentro das espumas. Foi
constatado também que as células aderidas aos suportes foram resistentes a lavagem e
alcangaram uma maxima produtividade para taxas de diluicdo bem acima do valor teérico.
Utilizando o mesmo tipo de suporte, Nemati & Webb (1996) estudaram o efeito da
concentracdo do Fe?* sobre a atividade catalitica das células imobilizadas do T.
ferrooxidans. Utilizando um reator de leito fixo, com concentracdo inicial de Fe?* no
intervalo de 5 a 10 Kg.m®, uma rapida velocidade de oxidacdo de 34 Kg.m?h* foi

encontrada a uma taxa de diluicdo de 6 h™ (tempo de residéncia de 10 minutos).

Aumentando a concentragdo de Fe?* para 20 Kg.m, obteve-se uma baixa velocidade de
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oxidacdo, com um valor maximo de 10 kg.m™.h™%, o que indicou uma saturacéo do Fe** e,
conseqguentemente, um efeito inibitério na atividade oxidativa das células imobilizadas.

Wakao et al. (1994) imobilizaram células de T. ferrooxidans em cinco tipos de
polimeros: resina “photo-crosslinkable”, agar, alginato de célcio, K-carraginato e gelrite.
De todas as matrizes utilizadas, gelrite mostrou-se a mais promissora para utilizagdo em
solucdes extremamente acidas.

A utilizacdo de pérolas de vidro, resina de troca idnica e particulas de carbono ativado
foram testadas por Grishin & Tuovinen (1988) para imobilizar células de T. ferrooxidans
em um biorreator de filme fixo trabalhando como leito empacotado e leito fluidizado. Os
estudos cinéticos realizados no reator de leito empacotado mostraram que o tempo
necessario para o estabelecimento de um sistema estavel, depende da matriz utilizada assim
como, da velocidade de fluxo na alimentacdo. Com uma taxa de diluic&o abaixo de 2 h, o
biorreator empacotado com carvdo ativado e resina de troca ionica alcangou o estado
estacionario em 12 horas. No biorreator empacotado com peérolas de vidro conseguiu-se a
estabilidade com uma taxa de diluicdo de 0,5 h™.

Halfmeier et al (1993) estudaram a produtividade, em termos de Fe** gerado a partir
da oxidacao do Fe®*, usando células imobilizadas de T. ferrooxidans. Os dados cinéticos da
oxidagdo do ion ferroso foram determinados em um reator operando em leito fixo ou em
leito fluidizado com as células imobilizadas em diferentes suportes (suportes ceramicos,
carbono ativado, anéis de vidro e area quartzo). Obtiveram, trabalhando com aneis de vidro,
uma velocidade maxima de oxidacdo de Fe* igual a 3,6 Kg.m?3h™* com uma taxa de
diluicdo de 0,3 a 0,9 h™. O reator de leito fixo operou continuamente por seis meses,
confirmando que a produtividade pode ter um aumento de cinco vezes com a utilizacdo de

células imobilizadas, comparada a alcangada com células em suspensdo. Segundo esses
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mesmos autores, areia ndo & um material conveniente para a imobilizacdo de T.
ferrooxidans.

Wood et al (2001) imobilizaram T. ferrooxidans em areia trabalhando com um reator
de leito empacotado operando em batelada ou em sistema continuo. Esses autores
obtiveram uma taxa de oxidacdo do Fe?* de 95 a 99% trabalhando com uma taxa de
diluic&o de 0,64 h™.

Devido a uma variedade de potenciais aplica¢cdes industriais, 0 uso de células
imobilizadas de T. ferrooxidans, visando o aumento da velocidade de oxidacdo do ion
ferroso, tem sido realizado por varios autores e diferentes formas e suportes de

imobilizacdo tem sido utilizados.

111.1.2.2 - Processos Biotecnoldgicos com o T. ferrooxidans

A utilizacdo do T. ferrooxidans tem-se mostrado como uma alternativa promissora
para o tratamento de gases contendo H,S, sob o ponto de vista de reducdo de custos. O
processo denominado BIO-SR, desenvolvido no Japdo (IMAIZUMI, 1986), baseia-se na
oxidacdo do H.S pelo fon Fe*", o qual é entdo re-oxidado pelo T. ferrooxidans em um reator

separado. A reacao basica do processo pode ser vista na equacéo [4]:

H,S+Fe,(S0,)

;. — SOV +2FeSO, +H)S0y [4]

Um esquema simplificado do processo pode ser observado na Figura 4 (JENSEN &

WEBB, 1995a).
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Figura 4. Diagrama simplificado do processo BIO-SR. 1- Coluna de absorcdo; 2 -
Separador sélido-liquido; 3 - Biorreator.
Fonte: Jensen & Webb, 1995a.

O gés contendo 0 H,S passa no absorvedor (1) e em contra-corrente entra em contato
com a solucéo rica em Fe**. O H,S é oxidado conforme a reacéo [4] a enxofre elementar e
o fon Fe** é reduzido a Fe*". A seguir a solucéo rica em enxofre e Fe?* é bombeada para o
separador sélido-liquido (2) onde o enxofre é separado da solugdo. Esta é entdo bombeada
para o biorreator, onde as células do T. ferrooxidans irdo oxidar o fon Fe** a Fe**, conforme
a equacao [3] mostrada anteriormente.

Uma das grandes vantagens do processo BIO-SR é que a reacéo entre o Fe** e 0 H,S,
reacdo [4], é extremamente rapida e completa, eliminando dessa forma a possibilidade de
emanacao de gases toxicos no processo. Os resultados experimentais do processo indicaram
uma eficiéncia de cerca de 99,9% de remocéao de H,S (JENSEN & WEBB, 1995a). Uma
operacdo utilizando esse processo foi iniciada em 1984 pela “Barite Industries Co.”,
Kosaka, no Japdo, e os calculos de custos efetuados mostraram uma economia de 1/3 em
relacdo ao processo de absor¢do direta do H,S por NaOH, utilizado anteriormente

(IMAIZUMI, 1986).
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Todos esses dados mostram inequivocamente, que as alternativas biotecnoldgicas sao
diversas e de grande potencial de aplicacdo industrial. Especificamente, o processo em que
se utiliza a espécie T. ferrooxidans parece ser um dos mais promissores, uma vez que ja
vem sendo utilizado em escala industrial no Japéo.

Asai et al. (1990) estudaram a cinética de absorcdo de H,S em solucdo de sulfato
férrico. Os ensaios foram realizados em frascos agitados e a fase gasosa foi composta de
H.S e N, saturados com vapor de agua. Foi observado que a velocidade de absorcdo do H,S
sem ajuste de pH, aumenta com a concentracdo de Fe,(SO,)s para baixas concentraces
enquanto que para altas concentracdes, a velocidade de absor¢do do gas decresce. Em
relacdo ao efeito do pH, foi detectado pelos autores que a velocidade de absor¢do aumenta
significativamente com a elevagdo do pH até aproximadamente 2,0. Observaram também,
que o FeOH?* formado através da reacdo de hidrélise de Fe,(SO,); é a espécie quimica que

reage com H,S:

H,S+2FeOH* - S°+2Fe?" +2H,0 [5]

A reacdo acima é o resultado das seguintes reacfes parciais:

H,S+FeOH?" — H,S.FeOH? [6]

H,S.FeOH?* — S°+2Fe2* +2H,0 [7]

A reacdo [6] é considerada como reacdo irreversivel de 2° ordem e considerada a
reacdo limitante do processo.
Além desses estudos utilizando o T. ferrooxidans apenas como “regenerador” do ion

Fe** para a oxidagdo do H.S, alguns estudos tem sido feitos utilizando-se diretamente essa
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espécie para tratar o H,S, com base na capacidade do T. ferrooxidans de oxidar formas
reduzidas de enxofre.

Pagella et al. (1996a) estudaram a remoc¢do de H,S utilizando cultura pura de T.
ferrooxidans enfocando principalmente as caracteristicas biologicas do processo.
Observaram que o processo utilizado pode ser influenciado pela temperatura e o pH, sendo
que esse ultimo afeta diretamente o crescimento celular e a solubilidade do ion férrico.
Pagella et al (1996b) estudaram a descontaminacdo de H,S em escala de laboratorio
utilizando células de T. ferrooxidans imobilizadas em um reator de leito fixo. Para ensaios
realizados durante um curto periodo de tempo (2h), conseguiram uma eficiéncia ao redor de
55% com uma concentracdo de gas na entrada de 150 mg.L™" e vazdo de 100 L.h¥,
correspondendo a um tempo de residéncia de 18 segundos. Para um periodo de tempo mais
longo de ensaio (44 h), a eficiéncia atingida nas primeiras 2 horas foi maior do que a
corrida inicial (~ 87%), ocorrendo porém um declinio nessa eficiéncia com o decorrer do
tempo. Com relacdo ao Fe®*, sua concentracdo aumentou comparada ao ensaio de 2 horas,
uma vez que a velocidade de oxidac&o bioldgica do Fe** é menor que a velocidade da
reacdo do H,S com o Fe**, a qual produz o Fe?. De qualquer forma, esses autores
acreditaram que o método tem boas perspectivas para uso pratico.

Pagella & De Faveri (2000) estudaram a remocao de H,S em sistema fechado com T.
ferrooxidans imobilizado em cubos de vidro poroso. O sistema foi baseado na agéo
combinada de absorcdo quimica de H,S pelo fon Fe** e a oxidacao biolégica do Fe**com
producdo de Fe**. A concentracio de entrada do gas variou duas vezes durante o
experimento, para permitir adaptacdo da bactéria as condi¢es ambientais. Observaram um
decréscimo na eficiéncia ao longo do tempo sendo que, ap6s 300 h de operacdo, a

eficiéncia declinou para cerca de 30%. Uma hipdtese formulada para essa reducdo na
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eficiéncia da coluna € que, o enxofre produzido no processo ndo foi removido da solugédo e
acumulou na forma de pequenas particulas suspensas afetando a transferéncia de massa em
diferentes caminhos do processo. Essa reducdo na eficiéncia do processo foi observada

também por Pagella et al. (1996c).
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IV - MATERIAL E METODOS
IV. 1 - Linhagens bacterianas

T. ferrooxidans-LR e T. thiooxidans-FG01 foram isoladas respectivamente de lixivia
acida de minerio de urénio proveniente da mina de Lagoa Real - BA e efluente acido da
mina de urénio de Figueira - PR (GARCIA JR., 1991). Essas linhagens sdo mantidas por
repiques a cada trés meses nos respectivos meios de cultura (ver item 1V.2) e mantidas a
4°C no laboratério do Departamento de Bioguimica e Tecnologia Quimica do Instituto de

Quimica-Unesp, Araraquara.

IV. 2 - Meios de cultura

Para a manutencdo periddica do T. ferrooxidans-LR, foi utilizado o meio de cultura
“T&K” (TUOVINEN & KELLY, 1973) e para o T. thiooxidans-FGO1 foi utilizada a
solucdo de sais do meio “9K” (SILVERMAN & LUNDGREEN, 1959) substituindo-se a
fonte de energia Fe?*, por enxofre elementar (10 g.L™). A composicéo e o modo de preparo

dos referidos meios estdo descritos a seguir:

A) Meio “T&K?” (T. ferrooxidans-LR)

Solugéo A:

(NH4)2S04u v, 0,5¢
O |10 VIR 059
MGSO4. TH2O.ooeeeeeeeveeeeeeeeeeeee e, 0,5¢
H,0 destilada ........oooeveveivniiieienns qsp 800 mL

PH o 1,8 (H2S0O4, concentrado)
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Solugéo B:

FeSO4. 7TH20.....cooiiiiiiieeeee 33,39

H,0 destilada...........ccoovevieiiiiiiieene, qsp 200 mL

PH oo 1,8 (H2SO4, concentrado)

A solucédo A foi esterilizada por 20 minutos a 120°C em autoclave e a solugéo B foi
esterilizada por filtragdo em membrana de éster de celulose (0,45 um de didmetro de poro —

Millipore — HAWP 04700).

No momento de uso as solugcbes A e B foram misturadas na proporgdo de 4:1,

respectivamente.

B) Meio “9K” (T. thiooxidans-FGO01)

KoHPO .o 059
MQSOs. TH20...cciiiiiieeeeee 054

O TR 0,1g

(NH)2SO oo 300

H,0 destilada ........cccoeevevieiiiviieiienns qsp 1000 mL

PH oo 2.8 (H,S0O4, concentrado)
enxofre elementar...........ccooevevviienniiene 10,0 ¢

A solucdo de sais foi esterilizada pelo mesmo procedimento do meio “T&K”. O
enxofre elementar foi esterilizado separadamente por 1 hora a 110°C em autoclave e, no
momento do uso, 1 g de enxofre foi adicionado a 100 mL da solucdo de sais previamente

esterilizada. Esse procedimento para esterilizacdo do enxofre revelou-se eficiente uma vez
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que testes sem inocular, ndo mostraram qualquer indicio de crescimento, mesmo apds 30

dias de incubacéo.

IV. 3 - Producéo do H,S

Para a realizacdo dos testes preliminares de oxidagdo do H,S por T. ferrooxidans e T.
thiooxidans, esse géas foi produzido pela reacdo de FeS com HCI de acordo com a Equagéo
[8], em um aparelho de Kipp (Figura 5). Para realizacdo dos ensaios, o gas foi borbulhado

em uma solucdo de agua acida (pH ~ 1,8).

FeS+2HCI — FeCly +H,S 8]

Figura 5. Aparelho de Kipp para obtencdo do gés H,S.
1 - frasco de reacdo; 2 - solucdo de HCI; 3 - bastdes de FeS; 4 - saida do gas; 5 - frasco de

recolhimento do gas.
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IV. 4 - Preparo da Suspenséo Celular

Para realizacdo dos ensaios de oxidacdao do H,S, os indculos foram obtidos pelo
crescimento das linhagens de T. ferrooxidans-LR e T. thiooxidans-FGO01 por 3 dias em
meio “T&K” e 7 dias em meio “9K”, respectivamente, sob agitacdo constante (150 rpm) a
30°C. Apo6s o crescimento, as linhagens foram filtradas em papel de filtro comum para a
retirada de precipitados de ferro ou enxofre residual. A seguir as células foram
centrifugadas a 4000 rpm por 30 min a 4°C (Sorvall - RT7 - DU Pont - rotor RTH-750)
para separar as células do meio de cultura oxidado. As células foram lavadas 3 vezes em
agua acidificada com acido sulfurico (pH ~ 1,8) e finalmente ressuspensas em solucao
acida nova e mantidas a 4°C por no maximo 15 dias. A biomassa celular foi avaliada pela
determinacdo de proteinas totais pelo método de Lowry, modificado por Hartree (1972)

utilizando soroalbumina bovina como padréo.

IV. 5 - Ensaios Exploratdrios
IV.5.1 - Teste qualitativo

Para o inicio dos estudos de oxidacdo do H,S foram utilizadas as duas linhagens
citadas (T. ferrooxidans-LR e T. thiooxidans-FG01). Um teste qualitativo foi realizado,
utilizando-se papel de filtro comum (Klabin — F1) embebido com uma solucéo de acetato
de chumbo 0,1mol.L™* e seco em estufa a 50°C. Esse papel em contato com H,S apresenta
um precipitado negro (PbS) devido a reacdo do acetato de chumbo com o H,S.

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de agua
4cida em pH 1,8 (correcdes com H,SO,4) contendo H,S (100 mg.L™) e inoculados com 1

mL de suspensdo celular de T. ferrooxidans-LR ou T. thiooxidans-FG01 (proteina total=
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0,258 mg.mL™). Os frascos foram incubados sob agitacdo constante (150 rpm) e amostras
de 1 mL foram retiradas periodicamente e aplicadas ao papel impregnado com o acetato de
chumbo; a seguir foi observado sua coloracdo. Em paralelo, foi realizado outro teste
substituindo-se as suspensdes celulares por uma solucdo de Fe** (8,38 g.L™) obtida através
da oxidacdo completa do meio “T&K?” pelo T. ferrooxidans-LR; antes do experimento essa
solucéo foi esterilizada por filtragdo em membrana de éster de celulose (0,45 pum). Além
desses, foi também preparado um frasco controle, contendo apenas a solucdo de H,S em

agua &cida (pH ~ 1,8) sem indculo.

IVV.5.2 - Teste quantitativo: efeito da concentracio do H,S na atividade oxidativa das
linhagens de Thiobacillus

Para avaliar a volatilizacao natural do H,S em solugdo &cida, foi realizado um ensaio
exploratorio quantitativo em que solugbes de agua éacida (pH ~ 1,8 com H,SO,) com
concentracdes diferentes de sulfeto de hidrogénio (5 a 100 mg.L™) foram adicionados em
Erlenmeyers de 250 mL e incubados sob agitacdo sem inoculo bacteriano. Utilizou-se essa
solucdo &cida de pH ~1,8 uma vez que esse valor esti situado na faixa de pH de
crescimento de ambas as espécies. Foram retiradas amostras periodicamente para analise do
H,S presente através do método de azul de metileno (CLESCERI et al., 1989).

Um outro teste foi realizado para avaliar o efeito da concentragdo do H,S na atividade
de oxidagdo das linhagens de T. ferrooxidans-LR ou T. thiooxidans-FGO01. Os ensaios
foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de solugédo de agua acida
(pH ~ 1,8) contendo 0 H,S em uma faixa de concentracdo de 5 a 100 mg.L™; os frascos
foram inoculados com 1 mL de suspensédo celular (mesma concentracdo de proteina total,

citada anteriormente). Esses frascos foram vedados com rolha de borracha para impedir a
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saida do gas da solucéo por volatilizacdo, e também incubados sob agitacdo constante a 150
rpm. Foi também preparado um frasco controle, contendo apenas o referido gas. Foram
retiradas amostras periodicamente para a analise do H,S atraves do método do azul de

metileno (CLESCERI et al., 1989).

IV.6 — Oxidacéo do Fe?* por células livres do T. ferrooxidans-LR

Para determinacdo do crescimento e, consegilentemente, da oxidacdo de Fe** por
celulas livres de T. ferrooxidans-LR utilizou-se um fermentador de 5 L fabricado pela
IndUstria FGG, Sdo Paulo. A temperatura foi controlada em 30°C através de um banho
maria modelo TE-054 (Indastria TECNAL, Piracicaba-SP) no qual o fermentador foi
imerso. A agitacdo foi mantida constante (250 rpm) através de um agitador (TE-039,W20,
TECNAL) acoplado ao fermentador. A aeracdo do meio foi realizada através da entrada de
ar estéril pela parte superior do fermentador. No momento do uso o fermentador foi
autoclavado com 2.000 mL de meio “T&K” (pH ~ 1,8) e a seguir inoculado com 5% de
cultura de T. ferrooxidans—LR. Amostras foram retiradas periodicamente para avaliar o
crescimento do T. ferrooxidans-LR através da oxidacdo do fon Fe?* e de medidas da
turbidez da cultura. As perdas de volume do meio por evaporagdo foram compensadas pela

adicdo de agua esterilizada.
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IVV.7 — Imobilizacao do T. ferrooxidans-LR
IV.7.1 — Dimens0es do Biorreator de leito fixo

Em funcdo dos testes exploratorios terem indicados resultados promissores para o
desenvolvimento de um processo fundamentado na oxidagdo do H,S pelo fon Fe**, o
projeto foi entdo todo direcionado para a espécie T. ferrooxidans—-LR devido sua
capacidade de oxidar o fon Fe** & Fe**.

Foram confeccionados dois biorreatores em vidro com 55 cm de comprimento e 9 cm
de didmetro interno, perfazendo uma relacdo comprimento/didmetro (L/D) de

aproximadamente 6. O volume til foi de 3.000 mL para cada biorreator.

IVV.7.2 — Suportes para imobilizacdo do T. ferrooxidans-LR

Foram escolhidos dois suportes para se iniciar os estudos de imobilizacdo celular:
anéis de vidro e fitas de cloreto de polivinil (PVC) com densidades de 2.140 kg.m™ e 780
kg.m™ respectivamente. Os anéis foram obtidos pelo corte de tubos de vidro apresentando,
em geral, as seguintes dimensdes: diametro interno de 3 mm, didmetro externo de 5 mm e
comprimento de 6 mm (Figura 6A). As fitas de PVC foram preparadas cortando-se um tubo
em um torno mecanico, conseguindo-se fitas de 2 mm de largura e comprimento variavel
(Figura 6B). O volume reacional para cada biorreator foi de 1.900 e 2.800 mL,

respectivamente para os recheios de anéis de vidro e de fitas de PVC.
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Figura 6: Suportes utilizados para imobilizacéo do T. ferrooxidans-LR: (A) anéis de vidro e
(B) fitas de PVC.

IVV.7.3 — Descricdo geral do processo de imobilizacéo celular

Para dar inicio a etapa de imobilizac&o celular, os biorreatores foram preenchidos com
o0s dois suportes escolhidos e a seguir recirculou-se 4.000 mL de meio “T&K” (pH ~ 1,7),
previamente inoculado com T. ferrooxidans-LR (5% v/v), até a completa oxidacao do ion
Fe?* (~ 99%). Vale ressaltar que esses biorreatores trabalharam de forma inundada e a
recirculacdo do meio foi realizada utilizando-se uma bomba peristaltica a uma vazdo de 3
mL.min™.

Apbs a completa oxidacdo de Fe?*, as colunas foram lavadas vérias vezes com agua
acida (pH ~ 1,7) para retirar as possiveis células que poderiam estar livres no meio e
também para se tentar remover um material precipitado que se formou nas colunas durante
o desenvolvimento dessa etapa. Apos as lavagens, foi iniciado um novo ciclo de oxidacao
do meio “T&K” sem in6culo prévio. Esse procedimento foi repetido varias vezes até a
completa oxidacdo do Fe?*, objetivando-se a formacdo de um biofilme adequado nos

suportes. Amostras foram retiradas periodicamente para analise de Fe?*. A alimentacéo do
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meio de cultura e o sistema de aeracdo foram realizados pela parte inferior da coluna para
garantir um maior contato com os suportes (fluxo ascendente). Aliquotas para andlise de
Fe?* foram retiradas por uma abertura lateral superior da coluna. O sistema operacional
utilizado nessa etapa do trabalho pode ser visto na Figura 7.

Apo6s o término dessa fase de imobilizagdo da bactéria aos suportes, foi iniciado um
estudo para se definir o tempo de residéncia 6timo, variando-se a vazdo de alimentacdo da

solugdo de Fe?*, para se operar em sistema continuo.
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Figura 7. Sistema operacional utilizado para imobilizacdo do T. ferrooxidans-LR.
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IV.8 - Influéncia da Taxa de Diluicdo (D) na Oxidacdo do Fe* por células
imobilizadas de T. ferrooxidans-LR

Com o objetivo de se avaliar a taxa de oxidagdo do Fe?* pelas bactérias aderidas aos
suportes de vidro e PVC, foram realizados ensaios em diferentes taxa de diluicdo e em
diferentes concentracdes de Fe** (1,0; 2,5; 4,0 e 6,7 g.L™) utilizando-se uma solucdo
estoque de FeS0O,4.7H,0 (pH ~ 1,7). Vale salientar que essa solucdo néo foi esterilizada pois
as colunas foram mantidas em sistema aberto. O ensaio para uma determinada taxa de
diluic&o e concentracdo inicial de Fe** foi conduzido até a estabilizag4o na taxa de oxidacao
do Fe*, durante um periodo de operacdo de no maximo 3 vezes o tempo de residéncia, o

qual foi estimado utilizando-se o volume do liquido reacional.

V. 9 — Descontaminacéo do gés H,S
IVV.9.1 — Coluna de lavagem do gas

A coluna para remogéo de H,S foi construida em tubo de PVC com didmetro interno
de 75 mm e altura igual a 1 metro. A coluna foi preenchida com pequenos cilindros de
Teflon (densidade = 1027 kg.m™), com 10 mm de comprimento por 7 mm de diametro
interno e 10 mm de diametro externo. Um esquema da coluna de lavagem do gas esta

representado na Figura 8.
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Entrada de solucéo de
Fes*

——

— | /= Saida do gas

Cilindro
de gases ., Coluna de PVC com
contendo "recheio" de Teflon
H,S
—» —
Entrada [T Tela de retengéo do
do gas "recheio"
Saida de solucédo de Fe?*
e Enxofre

Figura 8. Esquema da coluna de lavagem do gés H,S.

IV.9.2 — Remogao de H.S - testes variando a vazao de alimentacéo da solucdo de Fe**

A coluna de lavagem do gés foi alimentada com solucdo de Fe** proveniente da
oxidacdo de Fe?* por bactérias imobilizadas do T. ferrooxidans-LR. Essa solucdo entrou
pela parte superior da coluna de forma a encontrar em contra-corrente, com a mistura de
gases, fornecida pela White Martins Gases Industriais S/A, contendo (v/v): 1% de H,S, 5%
de CO, e 94% de Nitrogénio.

Para se estabelecer os parametros operacionais para uma futura operacdo continua,
foram realizados vérios ensaios em batelada, combinando-se a vazéo e a concentragdo da
solugdo de Fe** (ver Tabela 1), em funcéo da velocidade de fluxo do gas (100 mL.min™),
de forma a se obter sempre uma concentracéo de Fe** 50% maior que aquela requerida pela
estequiometria da reacdo (ver equacdo [4]). O controle da eficiéncia do processo foi

realizado pela analise do H,S no gas que saia da parte superior da coluna o qual foi
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coletado periodicamente para dosagem do H,S (borbulhamento por 10 min em solucdo de
sulfato de zinco 5 g.L ™) pelo método de azul de metileno (CLESCERI et al., 1989). A

concentracdo de H,S dentro do cilindro foi de 3,27x10™ moles.L™.

Tabela 1. Vazdes e Concentracdes da solucdo de Fe** utilizadas durante os ensaios em
batelada de lavagem de H,S.

Vazéo de Fe** (mL.min™) Concentracéo de Fe** (g.L™).
2,5 3,0
50 15
10 0,75
15 0,50
20 0,38
25 0,30

IV.9.3 — Operacéo do sistema continuo quimico—bacteriano.

Apos a realizacdo desses ensaios em batelada de descontaminacdo do H,S realizou-se
entdo ensaios continuos operando as duas colunas (tratamento do gas e oxidacdo do Fe®")
concomitantemente.

A coluna de lavagem do gas H,S, foi irrigada com solugéo de Fe** 42,5 mL.min™ e 3
g.L™ (conforme estabelecido nos testes em batelada) proveniente da oxidacéo de Fe?* pelas
celulas imobilizadas de T. ferrooxidans-LR. Essa solucdo entrou pela parte superior da
coluna de forma a encontrar em contra-corrente com a mistura de gases na vazdo de 100

mL.mint.
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A solugdo de saida da coluna de lavagem do H,S, foi recirculada (2,5 mL.min) para
a coluna com células imobilizadas de T. ferrooxidans—LR fechando-se assim o ciclo
continuo (ver Figura 9). O controle da eficiéncia do processo foi realizado pela analise da
concentracdo do Fe?* na solugdo de saida da coluna de lavagem do gés, concentracio de
Fe** na solucdo de entrada da coluna de lavagem e pela concentragdo do H,S no gas de
saida da coluna de lavagem, obedecendo-se a metodologia descrita para 0s ensaios em

batelada.

Entrada de
solugdo de Fe®*

Coluna de = f=saida
lavagem do gas o do gés
Coluna com
Células
o4 i imobilizadas o
Fe Medidor -
de vazao
N Tela de
retencéo
do recheio
] Tela de //'
= ______ /'retenc;éo o Tagglueggm 47 Tanaue com
Entrada T recheio .t > que ¢
do gas ) de FeSO, e S° » solugéo
o Bomba ¢ Q de Fe3*
Cilindro . P Peristaltica Filtro de
de gases Saida de Fe _ ar y
contendo es® -

H,S

Figura 9. Processo combinado Quimico-Bacteriano para remocao de H,S.

IVV.10 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), das células de T. ferrooxidans—
LR aderidas aos suportes de imobilizacéo.

Apos a realizacdo dos ciclos de imobilizacdo celular, amostras dos suportes utilizados
foram submetidas a microscopia eletrdnica de varredura para verificar a coloniza¢do das

bactérias aos suportes, assim como as caracteristicas morfolégicas das mesmas. Desta
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forma, anéis de vidro e fitas de PVC foram retirados das colunas e utilizados para a analise.
As amostras foram coladas em porta amostra adequado ao microscopio eletrbnico e em
seguida metalizadas com uma fina camada de ouro para tornd-la condutora e assim
possibilitar sua andlise. Foram utilizados como amostras-controle, suportes que néo
estavam em contato com a bactéria. Para essa anélise foi usado um Microscépio Eletronico
de Varredura LEO — Modelo 440 com detector de espalhamento de energia de raios-X,

Marca Oxford.

V.11 - DeterminacGes Analiticas
IV.11.1 - Quantificacdo da biomassa celular
A) Proteina total do T. ferrooxidans em suspensao

Centrifugou-se 1 mL de suspensao celular (ver item 1V.4) por 15 minutos a 1.500
rpm (Eppendorf — Centrifuge 5415). Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as
células em 1 mL de NaOH 1 mol.L™ para hidrélise por fervura em banho durante 30
minutos. A seguir, foram retiradas aliquotas dessa suspensdo que, apos diluicdes

adequadas, foram utilizadas para a dosagem protéica. Os reagentes utilizados foram os

seguintes:
Reagentes:
Solugéo A:
CaHaKNAOEAH0 ... 0,5¢
NA2C O3 ittt 259
NaOH IMOLL™ ..o 125 mL
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Solucéo B:

C4HAKNaOgG.AH20 ... 0,29
CUSO45H20...cc i 01g
NaOH IMOLL™ ... 1,0 mL
agua destilada..........cocoveiinieiiiiie qsp..9,0 mL
Solugéo C:

reagente de Folin-Ciocalteu ..........cccooceveviviveieinnnnn. 10,0 mL
agua destilada.........cccccevvviiiiiniice gsp..30,0 mL

Procedimento

Num tubo de ensaio contendo 1 mL de solucdo de proteinas totais na dilui¢do
apropriada, adicionou-se 0,9 mL da solucdo A, incubou-se em banho maria a 50°C por 10
minutos e a seguir resfriou-se a temperatura ambiente. Adicionou-se 0,1 mL da solucdo B e
manteve-se em temperatura ambiente por 10 minutos. Finalmente adicionou-se 3 mL da
solucdo C e incubou-se por 10 minutos a 50°C. A leitura foi feita em espectrofotometro
(Micronal-B395) a 650 nm, e para a construcdo da curva padréo, utilizou-se soroalbumina

bovina.

B) Medida da biomassa celular: método indireto por turbidimetria

O método indireto por turbidimetria foi testado objetivando-se a determinacdo da
biomassa celular de forma répida e simples. Utilizando-se uma suspenséo lavada de celulas
do T. ferrooxidans-LR de concentragdo de proteinas totais conhecida, foram feitas varias

diluicOes e registrou-se a absorbancia em espectrofotdmetro a 620 nm. A curva padréo foi
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feita pela concentracdo total de proteinas em funcdo da absorbancia da suspenséo (Figura
10).

Para amostras da cultura em crescimento, foi necessaria a descoloracdo do meio de
cultura, o qual apresenta uma coloragéo verde claro no inicio passando a vermelho intenso
durante o crescimento do T. ferrooxidans, devido a oxidacéo do fon Fe?* & Fe**. Nessas
condigdes, essa variacdo de cor interfere na medida da absorbancia. Para descolorir o0 meio,
foi utilizado o método de Mandl (1984), modificado por Garcia JR. (1989). Basicamente o
método utiliza uma solucdo descolorante, descrita abaixo.

9 mL de H3PO4 concentrado

1 mL de H,SO, concentrado

90 mL de H,O destilada

Amostras da cultura em crescimento foram retiradas periodicamente e misturadas na
proporc¢do de 1:2 com a solucéo descorante. A seguir, mediu-se a absorbancia a 620 nm em

um espectrofotdmetro (MICRONAL B395).
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Figura 10. Curva padréo de biomassa celular (proteina total) por turbidimetria.

IVV.12 — Difracéo de raios-X

Durante os ensaios exploratérios de oxidacdo de H,S com o fon Fe** e no processo de
imobilizacdo celular e os ensaios continuos de oxidacéo do Fe** foi detectada a presenca de
um precipitado de cor amarelo-tijolo.

Esse material foi coletado e preparado para identificacdo através da técnica de
difragdo de raios-X, utilizando um difratdbmetro D5000 — Siemens, com tempo de contagem
de 2s, passo 0,05° (20), fendas 2/2/0,6 e angulo de varredura de 10 a 70° (20). No ensaio
exploratério de oxidacdo do H,S com a solucdo de Fe®*, para se obter o precipitado em
quantidade suficiente para ser analisado por difratometria de raios-S, foi realizado um
ensaio utilizando-se uma concentracéo inicial de H,S igual a 360 mg.L™ e solucéo de Fe**

na concentrago de 8,38 g.L ™. Apds a reacdo, o precipitado formado foi decantado, seco em
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estufa a 60°C e analisado em difratémetro de raios-X, conforme procedimento descrito por
Garcia Jr. et al., 1995.

Essa técnica também foi utilizada para identificar o precipitado formado no ensaio
continuo quimico-bacteriano de oxidacdo do H,S por solucdo de Fe®'. Neste caso, o
precipitado foi separado da solucdo que saia da coluna de lavagem de gas por decantacéo e
a seguir seco em estufa a 60°C e levado para analise. Utilizou-se um tempo de contagem de

3s, passo 0,02° (20), fendas 2/2/0,6 e angulo de varredura de 10 a 70° (20).

I1VV.13 - Determinacéo do H,S
1VV.13.1 - lodometria
A) Preparo e padronizacédo dos reagentes:
- Tiossulfato de Sédio (0,0250 moles.L™)

Para um Erlenmeyer de 250 mL, transferiu-se 10 mL de solucdo de iodeto de potassio
(1 mol.L™" ), 10 mL de solugéo de carbonato 4cido de sodio (1 mol.L™) e 3 mL de solugo
de &cido cloridrico concentrado. A seguir, adicionou-se uma aliquota de 25 mL de solucao
de dicromato de potassio (padrdo primario) e cobriu-se com vidro reldgio, deixando reagir
por 5 min no escuro. Titulou-se com a solucdo de tiossulfato de sodio até o aparecimento da
cor “amarelo-palha” no meio; a seguir adicionou-se uma solucdo indicadora de amido e
prosseguiu-se a titulacdo. O ponto final € indicado pela mudanca de cor do azul esverdeado
para o verde claro.
- Solucdo de lodo (0,0250 moles.L™)

Dissolveu-se 20 a 25 g de iodeto de potassio em 800 mL de &gua destilada, num bal&o

volumétrico de 1L. Pesou-se 3,2 g de iodo ressublimado, num vidro relégio e transferiu-se
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para a solucdo concentrada de iodeto de potassio. Agitou-se a frio até a completa dissolucéo
do iodo. Completou-se o0 volume com &gua destilada.

Para a padronizacdo, transferiu-se 25 mL da solucdo de iodo em Erlenmeyer de 250
mL, diluiu-se para 100 mL com agua destilada e titulou-se com uma solucao de tiossulfato
de sodio previamente padronizada, até a solugdo apresentar uma cor amarelo-claro.
Adicionou-se 2 mL de solucdo de amido (1%) e continuou-se a adicionar solucdo de

tiossulfato de sddio lentamente até a solucdo tornar-se incolor.

B) Procedimento experimental

Em um Erlenmeyer de 250 mL adicionou-se um volume conhecido de solugéo
contendo H,S a um excesso de solugdo acidificada de iodo de concentragdo conhecida. A
seqguir, 0 excesso de iodo foi titulado por solucdo padréo de tiossulfato, utilizando como
indicador solucdo de amido 1%. O final da titulacdo é reconhecido quando a solucdo se
torna incolor.

O método iodométrico para determinacdo de sulfeto baseia-se na seguinte reacéo

reversivel:

HoS+1y <> 2H" +21" +S [9]

1VV.13.2 - Azul de Metileno
O método quantitativo utilizado para determinar baixas concentra¢fes de H,S (0,02 a
50 mg.L™) presente no meio, foi 0 método do azul de metileno, que é baseado na reacéo de

sulfeto, cloreto férrico e o reagente N, N - dimetil -1,4 fenileno oxalato diamina para
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producéo de azul de metileno, o qual foi quantificado espectrofotometricamente a 660 nm,

de acordo com Clesceri et al. (1989), que sera descrito a seguir.

A) Preparo dos reagentes:

- solucéo estoque de N, N - dimetil -1,4 fenileno oxalato diamina:

dissolveu-se 27 g desse reagente em 50 mL de H,SO, concentrado e 20 mL de agua
destilada. Resfriou-se a mistura e completou-se o volume para 100 mL com agua destilada.
- reagente acido amina-sulfarico:

diluiu-se 25 mL da solug&o estoque acima descrita com 975 mL de H,SO4 (1:1).

- solucdo de cloreto férrico:

dissolveu-se 100 g de FeCl;.6H,0 em 40 mL de agua.

solucédo de hidrogénio fosfato de amonia:

dissolveu-se 400 g de (NH;),HPO,4 em 800 mL de agua destilada.

B) Procedimento experimental

Inicialmente obteve-se uma curva padrdo procedendo-se da seguinte forma:
determinou-se pelo método iodométrico a concentracdo de S*, de uma solucdo de
Na,S.9H,0 obtida pela dissolu¢do de algumas gramas deste sal em H,O acidificada a pH
1,8 com H,SO,4 concentrado.

A seguir foram feitas varias diluicbes dessa solucdo, as quais foram entdo utilizadas
para elaboracdo da curva padrdo (Figura 11): colocou-se 7,5 mL das solucdes de Na,S de
concentracdes ja conhecidas em tubos de ensaio. Adicionou-se 0,5 mL de solucdo N, N -
dimetil -1,4 fenileno oxalato diamina e misturou-se lentamente 0,15 mL de solucéo FeCls.

A presenca de S* é indicada pelo aparecimento da cor azul no tubo. Esperou-se 3 a 5
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minutos e adicionou-se 1,6 mL de solucéo de (NH,4),HPO, para remover a cor do reagente
FeCl;. Apo6s 15 min fez-se a leitura da absorbancia em calorimetro fotoelétrico a 660 nm
(MICRONAL B340). O teste em branco foi feito substituindo-se a solugdo N, N - dimetil -

1,4 fenileno oxalato diamina por 0,5 mL de H,SO4 (1:1).
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(% 0.4 -
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Y =-0,01105 + 0,3818 X
R =0,99655
00F m
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0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Concentracdo de S~ (mg/L)

Figura 11. Curva padrdo de S utilizando o Método de Azul de Metileno.

V.14 — Calculos e Simbolos utilizados

Velocidade de formacéo do produto (Fe**) no biorreator de leito fixo (GRISHIN
& TUOVINEN, 1988).

A velocidade de formacdo do produto (Pr) no biorreator foi estimada com base na

taxa de diluicdo e volume do reator.

Pr = DxP [10]
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onde: D = F/V [11]
P= (Fe2+entrada - Fe2+saida)Yp/s [12]
Yp/s =1

Pr = Velocidade de formacao do produto no biorreator (g.L™".h™)
D = Taxa de diluigdo (h™);

F = Vazéo de entrada do meio reacional (L.h™);

V = Volume do meio reacional (L);

P = Concentragdo de produto (g.L™);

Y s = Coeficiente tedrico de formagéo do produto a partir do substrato.

— Calculo da Eficiéncia do processo de tratamento do H,S (PAGELLA et al, 1996b)
O calculo utilizado para medir a eficiéncia do processo de tratamento de gas H,S foi
realizado através da seguinte equacao:

E(%) = (H2Sentrada — H2Ssaida)/H2Sentrada) X100 [13]
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V - RESULTADOS E DISCUSSAO
V.1 - Ensaios exploratorios de oxidac¢ao do H,S
V.1.1 - Teste qualitativo

Para avaliar a capacidade das linhagens de T. ferrooxidans-LR e T. thiooxidans-FGO1,
quanto a oxidacio direta do H,S, assim como a indireta pelo fon Fe**, foi realizado um
ensaio exploratério qualitativo utilizando papel de filtro impregnado por acetato de
chumbo.

Pode-se observar pela Tabela 2, ilustrativa da resposta de oxidagcao do H,S, que nos
frascos contendo suspensdo celular (0,258 mg S.A.B.mL™") do T. ferrooxidans-LR ou T.
thiooxidans-FGO01, o H,S ndo foi mais detectado a partir de 120 min, fato este indicado pelo
desaparecimento da cor caracteristica (ndo formagao do precipitado escuro de PbS no papel
de filtro). Por outro lado, no frasco-controle a presen¢a do H,S pdde ser observada durante
todo o periodo de realizagao do ensaio (210 min). Finalmente, deve ser destacado o rapido
desaparecimento do H,S em contato com a solucdo de Fe3+; em cerca de 4 min a cor escura
caracteristica do precipitado de PbS nao foi mais detectada.

Deve ser salientado que no teste de oxidagdo do H,S com a solucao de Fe*', foi
observada a formacdo de um precipitado cor amarelo-clara que foi analisado em
difratdmetro de raios-X, conforme procedimento descrito por Garcia Jr. et al., 1995.

Apesar do difratograma apresentar-se com um “ruido” muito acentuado, observa-se
que o precipitado obtido foi constituido fundamentalmente por enxofre (Figura 12). Quando
o H,S entra em contato com uma solu¢do de Fe*', ocorre uma reacdo de oxidagdo do S*
para S°, com a conseqiiente reducio do fon férrico para o ion ferroso (Fe’") conforme

apresentado na equagao [4].
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Em um sistema industrial a forma¢ao desse sub-produto da descontaminagdo do H,S
(enxofre), pode ser interessante sob o ponto de vista econdmico, pois o enxofre pode ser
recuperado no processo. De acordo com Janssen et al. (1999), essa recuperagdo pode ser
feita através de processo de filtracdo, flotacdo, extragdo por membrana, etc, porém a
sedimentacdo natural apresenta ser tecnicamente e economicamente, um método mais

atrativo de recuperagao dessas particulas.

Tabela 2. Teste qualitativo de oxidacdo de H,S utilizando-se papel de filtro impregnado
com acetato de chumbo como indicador. A - Frasco Controle; B - Thiobacillus

ferrooxidans-LR; C - Thiobacillus thiooxidans-FGO1; D - Solu¢ao de Fe*".

Tempo (min) A B C D
2
3 e | SR e

30

75 B . b |

120

165

210
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Figura 12. Difratograma de raios-X do precipitado obtido no ensaio de oxidagao do H,S por
solucio de Fe'". Simbolo: S, enxofre. A barra lateral indica a intensidade de contagem dos
picos e os numeros acima da identificagdo dos picos indicam a distancia “d” (em

Angstrons) caracteristica de cada fase cristalina.

V.1.2 - Teste quantitativo: efeito da concentracdo do H,S na atividade oxidativa do T.
ferrooxidans-LR e do T. thiooxidans-FGO01
A dissociacao do H,S em meio liquido envolve duas etapas (SHINABE et al., 1995),

conforme ilustrado abaixo:
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H)S < HY+ HS K| =5,7x1078 [14]

HS” < $¥ + HT Ko = 12x1071° [15]

Quando o sulfeto de hidrogénio ¢ borbulhado em agua, a sua solubilidade ¢ cerca de
0,1 mol.L™" a temperatura ambiente. Porém quando essa solugdo ¢ acida existe uma grande
dificuldade em se manter uma concentragao alta e estavel de H,S no sistema (GUOQIANG
et al., 1994), pois a solubilidade do fon S* ¢ inversamente proporcional ao quadrado da
concentragdo do ion H' em solugio (ALEXEYEV, 1967). Isto é, quando uma solucio tem
seu pH diminuido em uma unidade (por exemplo, de pH 3 para 2) a solubilidade do S*
diminui em 100 vezes. Dessa forma, antes de se realizar os ensaios biologicos de
descontamina¢ao do H,S, foi avaliado o desprendimento do H,S da solugdo acida em
funcao do tempo, através de um ensaio exploratério quantitativo.

Conforme pode ser observado pela Figura 13, ocorre uma progressiva redugao nas
concentra¢des do sulfeto sem, contudo, ocorrer o desaparecimento completo do gas da
solugdo. Essa tendéncia ao desprendimento da forma ndo dissociada H,S vai diminuindo
nas menores concentragdes testadas (Figura 13B), determinando uma estabilidade do gas

para concentragdes ao redor de 1 mg.L™".
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Figura 13. Cinética do desprendimento de H,S de solucdo em pH 1,8 para diferentes
concentragdes iniciais do gas.

(A)® 100 mg.L"'; ® 50 mg.L"'; @ 25 mg.L".

(B) @ 10mg.L"; ® 5mg.L".

Mesmo considerando esse efeito de desprendimento do H,S foram realizados ensaios
de oxidacdo desse gas pelas linhagens de T. ferrooxidans-LR e T. thiooxidans-FGO1,
utilizando-se concentracdes que variaram de cerca de 5 a 100 mg.L"'. As Figuras 14 a 18
mostram as representagdes graficas dos valores de H,S em solugdo acida, obtidas nos
ensaios com a linhagem T. ferrooxidans-LR e os respectivos controles, bem como os
valores calculados das velocidades de decaimento do H,S, obtido através de uma equagao
exponencial decrescente de primeira ordem. Novamente pode ser observado o
desprendimento do gas, tanto nos frascos inoculados quanto nos controles sem adi¢ao de
in6culo. Entretanto, a presenga da bactéria determinou apds cerca de 100 minutos de
ensaio, uma significativa redu¢do na concentracdo do H,S, em relagdo ao controle estéril.

Essa tendéncia pode ser detectada para todas as concentragdes utilizadas, sobretudo,
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quando se observa os graficos em escala semi-logaritmica, inseridos nas figuras
mencionadas acima. Assim, apos cerca de 300 minutos de ensaio, o limite de detecgdo do
método de anélise (0,02 mg.L™") foi ultrapassado nos frascos contendo as bactérias. Isto &, o
H,S foi oxidado nos frascos inoculados, atingindo concentragdes inferiores ao limite de
deteccdo, enquanto que, nos respectivos controles ainda foi possivel sua determinacao
quantitativa.

As representacdes graficas dos valores de H,S em solugdo acida pelo T. thiooxidans-
FGO1 podem ser vistas nas Figuras 19 a 23. Basicamente, o comportamento dessa espécie
bacteriana em relacdo a utilizacdo do H,S como fonte energética, seguiu um padrao
semelhante aquele demonstrado pelo T. ferrooxidans-LR, no que se refere ao periodo
necessario para a completa oxidagdo do gas. Também, para essa espécie, ocorreu uma
visivel redug¢do na concentragdo do H,S apds os 100 minutos de ensaio (OPRIME et al,
2001).

Desta forma, mesmo considerando a capacidade de oxidagdo direta do H,S pelo T.
ferrooxidans-LR e T. thiooxidans-FGO1, conforme revelado pela sériec de ensaios de
oxidacdo do gas, dois fatores associados mostraram uma possivel limitacdo do processo: a
baixa solubilidade do H,S em solugdes 4cidas (conseqiientemente, um rapido
desprendimento do gas para a atmosfera) e a velocidade de sua oxidagdo pelas espécies
bacterianas (somente detectada apos cerca de 100 minutos). Isto ¢, quando a oxidagdo
bacteriana do H,S tornou-se significativa, ocorreu uma também significativa, volatilizacao
do gads como observa-se nas Figuras 14 a 23. Em solugdo acidas contendo concentragdes
reduzidas de H,S (<1 ppm) o processo bacteriano tornou-se efetivo, mas para concentragoes

superiores, a liberagdo para o ambiente foi praticamente inevitavel.
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Conseqlientemente, verificou-se a necessidade do desenvolvimento de um processo
muito mais rapido, o qual poderia ser estabelecido, com base nos resultados obtidos até o
presente, através de duas formas: ou pela elevacdo significativa da biomassa celular para
acelerar a oxidagdo direta, limitada pelas proprias caracteristicas fisiologicas das espécies
bacterianas utilizadas, ou pela oxidacdo quimica do H,S com o fon Fe'*, pois conforme
detectado nos ensaios exploratérios iniciais (Tabela 2) esta ¢ extremamente rapida (< 4
min).

Através da andlise dos resultados acima descritos, optou-se por tratar o H,S
utilizando o fon Fe’" como agente oxidante. Para esse procedimento a rota biotecnologica
escolhida foi o desenvolvimento de um processo combinado, onde basicamente o géas entra
em contato com o fon Fe’" produzido através da oxidagdo do jon Fe*" pela bactéria T.
ferrooxidans-LR pois, conforme ja salientado anteriormente, essa espécie ¢ a Unica do
género que utiliza esse ion como fonte de energia para o seu crescimento. Essa linhagem
foi selecionada entre as linhagens disponiveis em nosso laboratdrio, pois € a que apresenta
a mais eficiente taxa de oxida¢do do ion Fe*'.

A caracteristica marcante dessa rota escolhida ¢ a oxida¢do quimica do gas e
atividade regeneradora do reagente (Fe’") pelo T. ferrooxidans-LR ciclicamente, em um

sistema fechado.
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Figura 14. Oxidagio do H,S (concentragdo inicial de 5,62 mg.L™") em solugdo contendo T.

ferrooxidans-LR (!) e em controle abidtico (O). A: curvas originais e respectivos ajustes

(curvas tracejadas) pelas equacdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas pelas

equagdes, em escala semi-logaritmica.
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Figura 15. Oxidagio do H,S (concentragdo inicial de 6,00 mg.L™") em solugdo contendo T.
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ferrooxidans-LR (M) e em controle abidtico (O). A: curvas originais e respectivos ajustes

(curvas tracejadas) pelas equacdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas pelas

equagdes, em escala semi-logaritmica.
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Figura 16. Oxidacdo do H,S (concentragdo inicial de 16,21 mg.L™") em solugdo contendo T.

ferrooxidans-LR (M) e em controle abidtico (O). A: curvas originais e respectivos ajustes

(curvas tracejadas) pelas equacdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas pelas

equagdes, em escala semi-logaritmica.
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Figura 17. Oxidacio do H,S (concentragdo inicial de 42,03 mg.L™") em solugdo contendo T.

ferrooxidans-LR (M) e em controle abidtico (O). A: curvas originais e respectivos ajustes

(curvas tracejadas) pelas equacdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas pelas

equagdes, em escala semi-logaritmica.
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Figura 18. Oxidagio do H,S (concentragdo inicial de 100,00 mg.L™") em solugio contendo

T. ferrooxidans-LR (M) e em controle abidtico (O). A: curvas originais e respectivos

ajustes (curvas tracejadas) pelas equagdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas

pelas equagdes, em escala semi-logaritmica.
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Figura 19. Oxidacao do H,S (concentragdo inicial de 6,95 mg.L'l) em solucdo contendo T.

thiooxidans-FGO1 (M) e em controle abidtico (O) A: curvas originais e respectivos ajustes

(curvas tracejadas) pelas equacdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas pelas

equagdes, em escala semi-logaritmica.
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Figura 20. Oxidacio do H,S (concentragdo inicial de 10,74 mg.L™") em solugdo contendo T.
thiooxidans-FGO1 (+) e em controle abidtico (O). A: curvas originais e respectivos ajustes

(curvas tracejadas) pelas equacdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas pelas

equagdes, em escala semi-logaritmica.
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Figura 21. Oxidacio do H,S (concentragdo inicial de 25,71 mg.L™") em solugdo contendo T.
thiooxidans-FGO1 (+) e em controle abidtico (O). A: curvas originais e respectivos ajustes

(curvas tracejadas) pelas equacdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas pelas

equagdes, em escala semi-logaritmica.
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Figura 22. Oxidacao do H,S (concentracao inicial de 32,70 mg.L'l) em solugdo contendo T.
thiooxidans-FGO1 (+) e em controle abidtico (O). A: curvas originais e respectivos ajustes
(curvas tracejadas) pelas equagdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas pelas

equacgdes, em escala semi-logaritmica.
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Figura 23. Oxidagdo do H,S (concentragdo inicial de 100 mg.L'l) em solucdo contendo T.
thiooxidans-FGO1 (+) e em controle abidtico (O). A: curvas originais e respectivos ajustes

(curvas tracejadas) pelas equacdes de decaimento exponencial. B: curvas obtidas pelas

equagdes, em escala semi-logaritmica.
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V.2 — Oxidac&o do Fe?* por células livres do T. ferrooxidans-LR

A utilizagdo do T. ferrooxidans-LR como um organismo produtor e regenerador do
fon Fe'*, se apresentou como uma alternativa promissora para o tratamento indireto de
gases contendo o H,S. Dessa forma, avaliou-se numa primeira etapa, a eficiéncia da
oxidacdo do fon Fe*" pela espécie em um biorreator.

Pode-se observar pela Figura 24, que em aproximadamente 50 horas obteve-se o
maximo crescimento do T. ferrooxidans-LR com um ppsx. = 0,16 h' e 100% de oxidagao
do ion Fe*". Valores de Umax €ncontrados na literatura, estdo no intervalo entre 0,1 — 0,2 h!
sendo que essa discrepancia ocorre devido as diferentes condigdes (temperatura, pH,
concentra¢ao de substrato, O, ¢ CO, disponivel, etc) e os procedimentos utilizados em
diferentes estudos (Jensen & Webb, 1995b).

Mesmo assim, a utilizagdo de biorreatores com células livres, pode apresentar
inconvenientes em operagoes continuas, sobretudo o arraste de células dependendo da taxa
de diluicao utilizada e a velocidade de oxidagdo do ion ferroso ser relativamente baixa,
necessitando portanto, de um reator com um grande volume de trabalho e operando em
longos tempos de residéncia.

Dessa forma, para garantir uma maior concentragdo celular de T. ferrooxidans-LR por
unidade de volume do reator, optou-se por utiliza-la na forma imobilizada pois, segundo
Nemati et al. (1998), essa bactéria apresenta como caracteristica uma natural tendéncia de
crescimento em superficie, 0 que a torna um potencial microrganismo para imobilizagao
celular. Além disso, a utilizagdo de células imobilizadas permite estender o tempo de

atuagdo da funcgao catalitica das células sobre a reag@o desejada.
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De acordo com Pagella (1996a,b,c) a utilizagdo do processo combinado quimico-
bacteriano de descontamina¢do de H,S com T. ferrooxidans-LR imobilizado, tem
apresentado eficiéncia bastante significativa. Esse sistema envolve reacdes bioldgicas e
quimicas na forma de um ciclo fechado onde o H,S ¢ absorvido em solug¢do de Fe’" e ¢
convertido a enxofre sem producio de compostos secundarios. O fon Fe**, produzido pela

~ 3+ ~ . . \ 3+ r ~
reagdo do Fe”" com o H,S (equacdo 4), vai ser oxidado novamente a Fe”', através da reagao

bioldgica [3].
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Figura 24. Valores de medida de absorbancia do crescimento celular (!) e oxidacdo do

Fe* (,), em ensaio em batelada com a espécie T. ferrooxidans-LR.
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V.3 - Imobilizacéo Celular do T. ferrooxidans-LR
V.3.1 - Ciclos de Imobilizacéo

Com o objetivo de se aumentar a velocidade de oxidacdo do ion ferroso por T.
ferrooxidans-LR, varios métodos operacionais tém sido estudados, ou utilizando sistemas
em batelada ou sistemas continuos, além de projetos de reatores que também vém sendo
testados (JENSEN &WEBB, 1995b). Porém, quando se trabalha com sistemas continuos, a
velocidade de diluicdo deve ser baixa para impedir o arraste celular. Desta forma, a
utilizagdo de células imobilizadas de T. ferrooxidans-LR pode apresentar vantagens
significativas, pois permite obter uma alta concentracao celular dentro do reator, além de se
trabalhar com velocidades de dilui¢do acima dos valores normalmente utilizados para
sistemas com células livres.

Desta forma, foram iniciados os estudos visando a imobiliza¢do do T. ferrooxidans-
LR em anéis de vidro e em fitas de cloreto de polivinil (PVC) para garantir uma maior
densidade celular e, conseqilentemente maior velocidade de oxidagdo de Fe*', fatores que
podem determinar maior eficiéncia no processo de descontaminagdo do gas H,S (método
indireto). Para a obten¢do de uma imobilizagdo eficiente deste microrganismo nos referidos
suportes, varios ciclos de imobilizagdo celular foram realizados, os quais serdo descritos a
seguir.

A Figura 25 mostra a curva de oxidagio do Fe*" para ambos os suportes durante o
primeiro ciclo de imobilizagdo celular. Apds uma fase “lag” de cerca de 150 horas, ambos
0s suportes apresentaram praticamente 0 mesmo comportamento, obtendo-se uma completa
oxidaco do Fe’" em aproximadamente 300 h de reciclo do meio. Foi observado também,

durante essa fase inicial, que para as duas colunas, toda a superficie dos suportes (vidro e
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PVC), ficaram recobertas com um precipitado de coloragdo castanho-avermelhado, que foi

eliminado parcialmente pela lavagem das colunas varias vezes com agua acida (pH ~ 1,7).
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Figura 25. Oxidagdo do Fe*™ (%) pelo T. ferrooxidans-LR durante o primeiro ciclo de

imobilizagdo celular utilizando colunas com recheio de vidro (O) e PVC (+).

Terminada a fase inicial de imobilizagao celular (primeiro ciclo), quatro novos ciclos
foram realizados, sem o prévio inéculo com a bactéria, com o objetivo de se estabelecer um
biofilme adequado de T. ferrooxidans-LR sobre os suportes, aumentando assim a eficiéncia
do processo de oxidagio do Fe*".

Pela Figura 26 pode-se observar uma redu¢do significativa no tempo necessario para
a completa oxidagdo do Fe*" nos quatro ciclos subseqiientes comparada ao ciclo inicial.
Observou-se que em torno de 165 horas todo ion ferroso foi oxidado pela bactéria.

Observou-se ainda uma fase “lag” tipica de crescimento celular bacteriano, no segundo
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(Figura 26A) e terceiro ciclo (Figura 26B) de imobilizagdo para ambos os suportes, porém

essa caracteristica desapareceu no quinto ciclo realizado (Figura 26D).
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Figura 26. Oxidagdo do Fe*™ (%) pelo T. ferrooxidans-LR durante sucessivos ciclos de
imobilizagdo celular utilizando colunas com recheio de vidro (O) e PVC (+). (A) segundo

ciclo; (B) terceiro ciclo; (C) quarto ciclo e (D) quinto ciclo.
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Com relagdo a velocidade de oxidacdo do Fe*" pode-se observar pela Tabela 3 que
nao houve diferencas significativas entre os dois suportes durante os ciclos de imobilizacao.
Entretanto, pode-se verificar um aumento da velocidade de oxidagao em ambas as colunas,
do primeiro para o segundo ciclo, seguida de uma estabilizagdo para os ciclos subseqiientes,
indicando dessa forma que os biofilmes formados atingiram a velocidade méaxima de
oxidac¢do do Fe*'.

Outros dois ciclos realizados posteriormente mostraram o mesmo comportamento
(resultados nao mostrados), confirmando a estabilizacao do sistema e o final do processo de

colonizagao das células nos respectivos suportes.

Tabela 3. Valores da velocidade de oxidagdo do Fe®" para os varios ciclos de

imobilizacdo celular do T. ferrooxidans-LR em colunas.

Ciclos de Velocidade de Oxidacdo do fon Fe*
Imobilizagao celular (gL'h™h
Vidro PVC
Primeiro 0,0461 0,0536
Segundo 0,0886 0,0745
Terceiro 0,0661 0,0572
Quarto 0,0752 0,0507
Quinto 0,0667 0,0660

Um fato interessante observado durante a realizacdo dos ciclos de oxidagdo do Fe*"
pelas células imobilizadas, foi o efeito significativo da temperatura sobre a velocidade de

oxidagdo desse ion. Conforme ja relatado, as colunas utilizadas no processo de
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imobilizagdo celular foram mantidas a temperatura ambiente a qual, durante os primeiros
ciclos de oxidag¢do, manteve-se numa faixa de 25 a 30°C. Entretanto, os ciclos subseqiientes
foram realizados durante o periodo de Junho/Julho-1998, periodo este que apresentou uma
queda acentuada da temperatura; foram registradas nessa €época temperaturas minimas ao
redor de 10°C, sobretudo durante a noite. Nessas condi¢des, a atividade oxidativa
bacteriana foi sensivelmente prejudicada, provocando uma queda significativa na
velocidade de oxidagdo do Fe*" para ambos os suportes (Figura 27A). Pode-se observar
pela Figura 27B entretanto, que com a elevagao da temperatura ambiente, a oxidacao do ion
ferroso nas colunas, comegou a voltar a sua velocidade normal.

Conforme destacado a espécie T. ferrooxidans-LR ¢ mesofilica, sendo que
temperaturas entre 20 e 40°C, promove o crescimento celular através da oxidagio do Fe*';
temperaturas abaixo ou acima dessa faixa faz com que a velocidade de oxidagdo do Fe*"

decaia sensivelmente (NEMATI et al., 1998).
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Figura 27. Oxidagdo do Fe*" (%) pelo T. ferrooxidans-LR imobilizado em colunas com
recheio de vidro (O) e PVC (+), em dois diferentes ciclos (A e B) realizados durante o

periodo de Junho/Julho.

V.3.2 — Analise da adesao de células de T. ferrooxidans-LR por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV).

As analises por MEV das amostras tanto de fitas de PVC como de anéis de vidro,
revelaram que os dois suportes foram totalmente recobertos por células de T. ferrooxidans-
LR, formando um significativo biofilme, conforme pode-se observar pelas Figuras 28 e 29.
Pode-se notar pelas figuras mencionadas que as células de T. ferrooxidans-LR apresentam-

se como uma morfologia mais arredondadas, diferentes da sua caracteristica natural que ¢
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de bastonete. Provavelmente essa ligeira mudanga em relacdo a morfologia original da
espécie, seja conseqiiéncia das condi¢des usadas para a imobilizagdo celular nas colunas,
totalmente diferentes do cultivo da espécie em frascos.

Segundo Nemati & Webb (1996), T. ferrooxidans-LR apresenta-se com uma natural
tendéncia de adesdo a superficie do suporte. A fixacdo da bactéria nas interfaces
solido/liquido usualmente ocorre como resultado de um estagio inicial reversivel de adesdo
seguida por uma irreversivel formacao de biofilme. O processo de adesdo ¢ geralmente
dependente das propriedades fisico-quimico da bactéria, solu¢do (meio de crescimento) e
interface solida. Entretanto, a formagao do biofilme ¢ associada com a atividade metabolica
das células aderidas a superficie dos suportes. Ainda segundo Nemati & Webb (1996),
acredita-se que a hidrofobicidade da superficie de T. ferrooxidans-LR ¢ a forga
predominante que influencia a adesdo das células as superficies dos suportes, embora
interagdes eletrostaticas sao também importantes e afetam o processo de adesao.

As colunas com células imobilizadas foram operadas a um pH de 1,7 para tentar
diminuir a formagdo de precipitados de ion férrico denominados genericamente como
jarositas [X.Fes3(SO4)3(OH)s, em que X representa um cation como H;0", NH4", K, etc]
nas paredes das colunas e também sobre a superficie dos suportes. Porém, apesar desse
cuidado ter sido tomado, houve a deposi¢ao de jarosita sobre esses suportes, conforme pode
ser observado nas Figuras 28C e 29C, comprovado pelo difratograma de raios-X do
material cristalino (Figura 30). A formagdo desse precipitado tem sido amplamente
demonstrada em processos envolvendo o T. ferrooxidans-LR e sulfetos minerais, nos quais
a presenca do Fe’" é uma constante (GARCIA JR. et al., 1995). A formacio de precipitados
de ferro em suportes para imobilizagdo de células do T. ferrooxidans-LR foi também

demonstrada por alguns autores. Wakao et al. (1994) encontraram apds 6 dias de incubagao
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em “pellets” de gelrite, uma fina camada (0.3-0.4 mm) de um precipitado de ion férrico de
cor vermelho-alaranjada sobre toda superficie desses “pellets”. As células recobertas com
esse precipitado foram cerca de 90% das células presentes no meio, € demonstrou-se,
mesmo assim, que a atividade de oxidagdo do ferro nesse biofilme foi alta. Somente apds
11 dias de cultivo em batelada, quando a camada desse precipitado sobre os “pellets”
atingiu cerca de 2.0 mm, foi que a capacidade oxidativa de T ferrooxidans-LR decresceu.
Pogliani & Donati (2000), demonstraram por difracdo de raios-X que o precipitado
encontrado em pérolas de vidro usadas para imobilizar T. ferrooxidans-LR foi jarosita de
amonia, o qual foi também identificado por outros autores (CURUTCHET et al., 1992;
LAZAROFF et al., 1982). Ainda Pogliani & Donati (2000) mostraram uma correlacao
direta entre a precipitacdo de jarosita e células imobilizadas. Para culturas incubadas na
presen¢a de pérolas de vidro e pH menores que 1,6, ndo foi detectada a formagdo de
biofilme e a precipitagdo de ion férrico foi desprezivel. Alguns anos antes, Karamanev
(1991) havia proposto um modelo assumindo que o biofilme de T. ferrooxidans-LR ¢é
formado sobre os poros da jarosita, o qual primeiramente precipita e adere sobre a
superficie do suporte. Esses resultados parecem indicar que a jarosita exerce uma funcao
importante no processo de imobilizacdo das células de T. ferrooxidans-LR.

Os resultados obtidos no presente trabalho, tanto sob o ponto de vista de formagao
do espesso biofilme, conforme mostrado nas Figuras 28-B e 29-B, como nos estudos de
oxidagdo de Fe’, mostram que, de fato, a presenca da jarosita ndo influenciou

negativamente esses processos.
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Figura 28. Microscopia Eletronica de Varredura das células de T. ferrooxidans-LR

imobilizadas em fitas de PVC (A-controle, B-biofilme, C-jarosita).
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Figura 29: Microscopia Eletronica de Varredura das células de T. ferrooxidans-LR

imobilizadas em anéis de vidro (A-controle, B-biofilme, C-jarosita).
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Figura 30. Difratograma de raios-X do precipitado formado nos ensaios de imobilizacao
celular e testes de oxidagdo de Fe*" em diferentes vazdes de substrato. Simbolo J, jarosita.
A barra lateral indica a intensidadede contagem dos picos e os nimeros acima da
identificacdo dos picos indica a distincia “d” (em Angstrons) caracteristica de cada fase

cristalina..

V.4 - Influéncia da taxa de diluicdo (D) na oxidagdo do Fe®* e na velocidade de
formacao do produto (Fe**) por células imobilizadas de T. ferrooxidans-LR

Apb6s o término dos ensaios para colonizagdo dos suportes e estabilizagdo do
sistema, foram realizados os ensaios de oxidagdo continua do fon Fe* pela bactéria T.
ferrooxidans-LR imobilizada nas colunas (PVC ou anéis de vidro), testando-se diferentes
taxas de diluicdo (D) e diferentes concentra¢des de substrato: 1,0; 2,5; 4,0; 6,7 g.L'l. Os

resultados dos ensaios estdo representados nas Figuras 31 a 34.
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Figura 31. Influéncia da taxa de diluicio na velocidade de formagio do Fe’™ (! vidro; ,
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Utilizando-se uma concentragdo de Fe*" de 1,0 g.L'l, obteve-se uma oxidacdo desse ion
acima de 90% para uma taxa de dilui¢ao de até 0,6 h'! nos dois suportes utilizados, sendo
que na coluna com suporte de vidro a oxidagio de Fe*™ foi ligeiramente maior em relagdo a
de PVC. Porém, a partir de 0,6 h™' observa-se um decréscimo significativo na oxidagio do
Fe®" para os dois suportes (Figura 31) e conseqiientemente, uma diminui¢do na velocidade
de formagdo do Fe'*. Para a concentracdo de Fe*" de 2,5 g.L'1 (Figura 32), obteve-se uma
oxidagao deste ion acima de 90% quando se trabalhou com taxas de dilui¢ao de até 0,5 h!
para o PVC e de 0,3 h™' para o vidro. Para valores superiores a estes, observou-se uma
queda acentuada na oxidacdo do Fe* nos dois suportes a medida que a taxa de dilui¢io foi
aumentando.

Em concentragdes de Fe*" mais elevadas (4,0 ¢ 6,7 g.L"), os indices de oxidacdo se
mantiveram acima de 90%, somente para baixas taxas de diluigdo: cerca de 0,13 h' para
concentragdo de 4,0 g.L”' (para ambos os suportes — Figura 33) e 0,075 h™' (PVC) ¢ 0,125
h' (vidro) para concentracdo de Fe*" de 6,7 g.L"' ( Figura 34). Desta forma, a oxidac¢do do
fon Fe*' esta diretamente relacionada com a taxa de diluigcdo e a concentracao deste ion na
solugdo de entrada das colunas com as células imobilizadas.

Dentre as quatros concentragdes de Fe* avaliadas, pode-se dizer que aquela de 2,5 g.L™!
foi a que apresentou o melhor desempenho sob o ponto de vista da eficiéncia de oxidacao
do Fe*" associada a velocidade de formacédo do Fe'', a qual, em ultima analise, se constitui
no objetivo central desses ensaios. Conforme pode ser visto na Figura 32, a eficiéncia de
oxidacao do Fe** foi mantida (em ambas as colunas) acima de 90% até uma taxa de
dilui¢do de cerca de 0,5 h'; nessas condi¢des, a velocidade de formacao do Fe®" situou-se
acima de 1 g.L".h"'. Nenhuma outra concentragio de Fe*" utilizada para qualquer taxa de

diluigdo, apresentou resultado tdo expressivo. Pode-se observar pelas Figuras 31, 33, 34 que
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quando a velocidade de produgdo do Fe’" tende & se aproximar de 1 g.L".h™, a eficiéncia
de oxida¢do do Fe*" mostra uma queda acentuada, uma vez que a taxa de diluicdo
necessariamente se eleva.

Conforme salientado acima, a velocidade de producio do Fe’* ¢ de consideravel
importancia nesse estudo, pois este € o reagente para tratar o H,S, e assim sua
disponibilidade continua (pela manutengdo da eficiéncia de oxidagdo do Fe*" acima de
90%), e em concentragdes compativeis com a demanda pela sua reacdo com o H,S, devem
estar esseguradas para a realizacdo do processo combinado quimico-bacteriano de remogao
(oxidagao) do H,S, operando de forma continua.

Quanto aos dois tipos de colunas contendo as células imobilizadas, os resultados
obtidos nesses ensaios, tanto em relacio a eficiéncia de oxida¢do do Fe*" e da velocidade de
formacio do Fe’*, em funcio da taxa de diluicdo (fluxo da solucdo contendo o substrato
oxidavel Fe*"), mostram que ndo se obteve diferengas significativas entre os suportes

testados.

V. 5 — Descontaminacéo do géas H,S
V.5.1 - Testes variando-se a vazao/concentracdo de Fe** na alimentac&o.

O processo em desenvolvimento nesse projeto, a descontaminag¢do do H,S de gases,
tem como base uma reagcdo quimica e outra bioldgica. Este sistema, dentre outras
vantagens, permite que se trabalhe em temperatura e pressdo atmosférica ambientes,
reduzindo assim o custo de energia. Com o objetivo de se avaliar a eficiéncia do processo
quimico-bacteriano, realizou-se numa etapa inicial, ensaios de oxidacdo quimica do H,S
pelo Fe*”". Conforme apresentado no capitulo Material e Métodos, foi utilizada uma coluna

de PVC preenchida com cilindros de teflon, na qual o gas contendo o H,S foi alimentado
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em contra-corrente com a solugdo de Fe’", trabalhando-se por um periodo méaximo de 600
min. Essa solugdo foi produzida pela oxidagdo de uma solu¢do de Fe?*, pelas células
imobilizadas do T. ferrooxidans-LR.

Conforme pode observar-se na Figura 35 (A-F), a concentracdo de sulfeto de
hidrogénio na saida da coluna de lavagem do gas foi muito inferior a concentracdao de
entrada (3,27x10™* moles.L™), apresentando valores sempre inferiores a 3x10™ moles.L™”,
independente da concentragio/vazio de Fe*™ que foi usada.

Para uma concentracio de Fe’* de 3 g.L”' (Figura 35A), durante as 5 horas iniciais
de ensaio, praticamente todo o H,S reagiu no interior da coluna (concentragdo média de
saida ~ 2x10°® moles.L'l), enquanto que nas demais concentragdes houve uma elevagao da
concentracao de saida do H,S com o tempo no mesmo periodo, porém conforme ja
salientado, sempre inferior a concentragdo de entrada. Nota-se também que ocorreu uma
flutuagdo nas concentragdes de saida do H,S apos, aproximadamente, 300 minutos,
revelando uma certa heterogeneidade do contato em contra-corrente gas-liquido.
Provavelmente, a formagdo de uma zona inoperante ou estagnada pode ter conduzido a
problemas no processo de transferéncia de massa na coluna. Deve-se ainda considerar que
nessa escala de trabalho ocorrem, naturalmente, inumeros problemas de natureza
operacional como os mencionados acima. De qualquer forma, a eficiéncia da lavagem do
gas alcangou valores em torno de 98-99% para as concentragdes/vazdes de Fe’ " usadas.

Durante o periodo operacional, foi acompanhada também a concentragdo de saida
do Fe**, como resultado da reagdo do Fe*" com o H,S (equacdo [4]). Os resultados obtidos,
independente da concentragdo inicial de Fe**, mostraram uma redugdo desse fon para o Fe**

da ordem de 40 a 50% das concentragdes utilizadas para o inicio do processo. Tais valores
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estdo coerentes com o excesso de 50% de Fe’', baseando-se na estequiometria da reagdo,

utilizado com o objetivo de garantir o maximo possivel da rea¢do de oxidacdo do H»S.
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Figura 35. Concentracao de H,S na saida da coluna de lavagem de gas em func¢ao do tempo
para vérias concentragdes de Fe’™: (A) 3,0 g.L'; (B) 1,5 g.L™"; () 0,75 g.L"; (D) 0,50 g.L"!
(E) 0,38 gL' e (F) 0,30 g.L"'. Concentragio de H,S na entrada da coluna = 3,27x10™

moles.L™.
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V.5.2 - Sistema continuo quimico-bacteriano

A partir dos resultados descritos no item V.5.1, foi possivel determinar uma vazao/
concentragdo de Fe’" que proporcionasse uma melhor eficiéncia na remogio do H,S para a
realizacdo do ensaio continuo de oxidagdo quimica do H,S pelo Fe*" concomitante com a
re-oxidagdo bioldgica do ion Fe*" (equacdo [4]) na coluna com células imobilizadas do T.
ferrooxidans-LR.

Conforme pode-se observar pela Figura 36 a concentragdo de saida do H,S no
decorrer do ensaio de cerca de 50 horas, apresentou valores significativamente inferiores
em relagio a concentragio de entrada (3,27x10 moles.L™"), determinando uma eficiéncia
de remocao do gas em torno de 97-99%. Algumas pequenas flutuagdes da concentragao do
H,S observadas durante o periodo do ensaio podem estar associadas a desvios do proprio
método analitico, sobretudo na faixa de concentragdo utilizada, ou a possiveis problemas no
contato gas-liquido, conforme anteriormente destacado. Segundo Colburn (1981), quando
se trabalha em baixas vazdes da fase liquida pode ocorrer uma secagem do recheio de
empacotamento ou mesmo uma cobertura por um filme estagnado de liquido, prejudicando
dessa forma o contato entre as fases gasosa e liquida.

Possivelmente problemas dessa natureza também podem explicar a variagdo das
concentragdes de saida do Fe** (variagdo de 0,9 a 1,6 g.L™"), conforme pode ser observado
pela Figura 36. Além disso, deve-se salientar que nas condigdes do ensaio, alguma
precipitagdo de ferro na forma de jarosita (conforme também ja citado) pode ocorrer,
determinando dessa forma uma recuperagdo do ferro soltvel (Fe*" ou Fe’") nunca igual ou
mesmo proxima de 100%. De fato, na Figura 37 alguns picos desse mineral de ferro

(XFes(SO4)2(OH)e) foram detectados no precipitado formado durante o tratamento do H,S.
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Figura 36. Concentragdes de H,S (!) e Fe*™ (O) na saida da coluna de lavagem de gas
obtidas no ensaio continuo quimico—bacteriano para a descontaminacdo do H,S do gés de

arraste.

Conforme pode ser visto na equagdo [4], um outro produto da reacdo do H,S com o
fon Fe'™ ¢ o enxofre. Uma grande variedade de processos de separagdo de particulas de
enxofre podem ser utilizados, dentre os quais pode-se citar: filtragdo, flotagdo, extragdo e
sedimentagdo natural, sendo que este ultimo representa técnica e economicamente um
método mais atrativo para recuperagdo do enxofre. Porém, a formacdo de particulas de
enxofre com boa propriedade de sedimentagcdo ¢ um fator importante para sua recuperacao.
Segundo Janssen et al (1999), tem sido demonstrado que o tamanho das particulas
agregadas de enxofre aumenta com o aumento da velocidade de alimentacdo de sulfeto
dentro do reator, porém o mecanismo de formagdo destes agregados ndo ¢é ainda

completamente conhecido.
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Durante o desenvolvimento do processo continuo quimico-bacteriano de tratamento
do gas H,S, foi observado na saida da coluna de lavagem do gas junto com a solugdo de ion
Fe*, particulas de coloragdo amarelo, que de acordo com a equagdo [4], poderia ser
enxofre proveniente da reagio de H,S com Fe’". Ao final do processo continuo, essas
particulas foram separadas por decantagdo, e submetidas a andlise de raios-X. Através do
difratograma apresentado na Figura 37 pode-se confirmar como sendo essencialmente
enxofre as particulas formadas durante o processo. Deve-se destacar que ndo foi possivel
determinar quantitativamente o enxofre formado durante o processo, uma vez que parte das
particulas de enxofre ficaram no interior da coluna de lavagem do gas, aderidas aos
suportes de preenchimento desta coluna conforme pdde ser detectado por visualizacdo
direta. Vale salientar que o enxofre formado através do contato entre o gas H,S e o fon Fe*"
esta na sua forma coloidal, dificultando assim sua separagao imediata da solugdo que sai da
coluna de tratamento do gas. Uma possivel solugdo para se equacionar esse fato seria
inserir um tanque intermediario entre a saida da coluna de lavagem do gas e a coluna de
células imobilizadas, para manter em repouso essa solu¢do e desta forma, permitir uma
sedimentagdo natural do enxofre.

Obviamente outros métodos para a rapida precipitagdo do enxofre devem também ser
futuramente avaliados, considerando as potencialidade de aplicacdo em larga escala dessa

técnica de descontaminagdo do H,S de gases.
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Figura 37: Difratograma de raios-X do precipitado obtido no ensaio continuo quimico-
bacteriano do tratamento de gas H,S. Simbolo: S, enxofre; J, jarosita. A barra lateral indica
a intensidade de contagem dos picos e os numeros acima da intensidade dos picos indica a

distancia “d” (em Angstrons) caracteristica de cada fase cristalina.

Tendo em vista os resultados apresentados com relagdo ao processo combinado
quimico-bacteriano estudado, pode-se dizer que o sistema apresentou-se como uma

alternativa promissora para tratamento do gas sulfidrico de gases industriais. Alguns
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parametros devem ainda serem estudados e otimizados para uma futura ampliacao de escala
tais como, o efeito do oxigénio dissolvido na oxidag¢do do Fe’* na coluna de célula
imobilizada e, eventualmente, o estudo de outros suportes de recheio na coluna de lavagem
de gas para aumentar o contato entre gas-liquido, evitando que ocorra a formagdo de zonas

inoperantes dentro da coluna.
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