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O processo de biossorgédo, que consiste na adsorcao do metal a superficie
celular, apresenta potencial aplicacdo para a extracdo e separagcdo de metais
valiosos, como os terras-raras. Estes metais vém despertando atencdo especial
devido sua utilizagdo como matéria-prima na fabricacdo de super ligas, componentes
eletrénicos, ceramicas especiais, dentre outras. O alto valor agregado destes metais
provém nao de sua baixa ocorréncia mineral, mas da dificuldade de obtengao destes
elementos na sua forma pura, a qual é necessaria para as suas aplicagdes
tecnoldgicas. Neste contexto, o estudo do processo de biossorcédo de TRs utilizando
biomassas de microrganismos, principalmente fungos filamentosos, apresenta um
grande interesse biotecnoldgico, pois representa uma alternativa promissora que
combina as vantagens de um processo eficiente com menor custo operacional para
a separagdo e/ou recuperacdo destes elementos de alto valor agregado e
tecnolégico. No entanto, a eficiéncia do processo de biossorgdo pode variar
consideravelmente entre espécies de fungos, pois a capacidade de adsorver metais
depende diretamente dos grupos funcionais presentes na superficie celular do
microrganismo. Por esta razdo, o presente trabalho teve como objetivo principal
avaliar a potencialidade de utilizacdo de biomassa de fungos filamentosos no
processo de biossorcdo para separagao dos metais lantanio e neodimio, visando a
selecao de espécies que apresentem uma maior diferenca na capacidade dessortiva
para os metais em estudo. Os resultados referentes a cinética de biossorcao
revelaram que a capacidade de biossorgdo dos metais lanténio e neodimio variaram
entre os diferentes fungos estudados, sendo que esta capacidade foi superior nas
biomassas inativas e cultivadas sob agitagdo comparada as ativas, cultivadas sem
agitacdo. Em relacdo ao coeficiente maximo de biossorcao (gmax) observou-se que o
fungo Cladosporium sp. apresentou os maiores valores de gmax para neodimio, em
ambas condicbes de cultivo, enquanto que para lantanio o maior gmax foi obtido para
o fungo Chrysosporium spp. cultivado sob agitagédo, e para o Rhizopus spp. cultivado
sem agitacao. Por outro lado, o fungo Cladosporium sp., cultivado sem agitacao,
apresentou uma maior afinidade pelo metal lantanio que para o neodimio e como
conseqliéncia mostrou uma grande diferenca nos metais dessorvidos, sendo que a
porcentagem de dessorcao para lantanio foi muito superior a de neodimio. Estes
dados indicam que o fungo Cladosporium sp. apresenta potencial biotecnolégico
para ser utilizado no processo de biossor¢do, visando a separagcdo dos metais

terras-raras como neodimio e lantanio.



Palavras-chave: biossorcao, fungos filamentosos, metais terras-raras,

neodimio, lantanio, dessorcao.



The biosorption process, which consists in the adsorption of metals into the
cellular surface, presents a potential application for the extraction and separation of
the precious metals, such as the rare earths. These metals have garnered special
attention due to their utilization as raw materials in the manufacture of super alloys,
electronic components, modified steel, hydrogen stockage, special ceramics, among
others. The high aggregate value of these metals is not due to their low mineral
availability, but is due to the difficulty of obtaining these elements in their pure form,
which is necessary for their technological applications. In this sense, the study of the
biosorption process of rare earth metals utilizing microorganism biomass, principally
filamentous fungi, presents great biotechnological interest, because it represents an
alternative that combines the advantages of an efficient process with minor
operational costs for the separation and/or recovery of these elements of high
aggregate and technological value. However, the efficiency of the biosorption
process may vary considerably among fungi species, because the capacity to adsorb
metals depends directly on the functional groups present in the cellular surface of the
microorganism. For this reason, the present work has as its main aim the evaluation
of the potential to use filamentous fungi biomass in the biosorption process for the
separation of two earth rare, lanthanum and neodymium, aiming at a screening of
species that presents a great difference in the desorption capacity for the metals
under study. The results regarding the biosorption kinetics revealed that the
biosorption capacity for the metals lanthanum e neodymium varied between the
different fungi, being that this capacity was greater in the inactive biomass grown
under agitation compared with to that active and cultivated without agitation. In
relation to maximum biosorption capacity (qmax), the fungus Cladosporium sp.
showed the biggest values for neodymium, in both culture condition, while for
lanthanum the highest gmax was to the fungus Chrysosporium spp. cultivated under
agitation, and to Rhizopus spp. cultivated without agitation. On the other hand, the
fungus Cladosporium sp. cultivated without agitation presented the higher affinity for
the metal lanthanum than for neodymium and as consequence it showed a great
difference in the desorption of these metals, being the percentage of lanthanum
desorbed was much greater than that of neodymium. These data indicate that the
fungus Cladosporium sp. presents biotechnological potential to be utilized in a
biosorption process seeking the separation of rare earth metals such as neodymium

and lanthanum.
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1.1. MICRORGANISMOS E METAIS

Os microrganismos possuem a habilidade de interagir com metais do
ambiente que os cerca, uma vez que alguns metais como ferro, zinco, cobre,
molibdénio, compdem um grande numero de suas moléculas biolégicas e também
participam de reagdes metabdlicas. Os microrganismos também apresentam
mecanismos de protecdo para a toxicidade de metais através de interagbes que
podem ocorrer tanto em nivel de revestimento celular (paredes e membranas)
quanto no interior das células (GRIFFIN, 1994; GARCIA JR, 1997). Como mostrado
na Figura 1, estes mecanismos podem ser:

a) Volatilizacdo — consiste na transformacao de cations metélicos téxicos e
metaldides em suas formas metiladas, como por exemplo, a metilagdo microbiana do
mercurio através da producdo e excrecdo de metilcobalamina (vitamina Bi»

metilada), como mostrado na equacgao (1):

H92+ vit.t B —(CH ) (CH3) Hg+ vit. B _(CHB) (CH3)2Hg (1)

b) Precipitacdo extracelular — imobilizacdo de metais, em solos e sedimentos,
devido a ligagao destes com produtos metabdlicos microbianos excretados. Tem-se,
por exemplo, a precipitacdo do metal (M?*) pela ligacdo deste com H»S produzido

por bactéria formando sulfeto metélico (MS), como mostrado na equagéo (2):
M?* + HsS— p» MS + 2H* (2)

c) Adsorcdo — ligacao de ions metalicos nos grupos carboxilas, aminas,
sulfatos e outros presentes na superficie celular, a qual pode ocorrer em organismos
vivos ou ndo, uma vez que compreende uma série de processos que independem da
energia do metabolismo (KAPOOR et al., 1999; PALMIERI et al., 2002; SANTOS et
al., 2004; AKSU, 2005).

d) Bioacumulacdo - transporte de ions metalicos através da membrana da

célula em direcao ao citoplasma, sendo que este processo ocorre somente em
organismos vivos, pois depende da energia proveniente do metabolismo (DONMEZ
et al., 1999).
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Figura 1. Mecanismos de interagdo de microrganismos com metais. a) Volatilizagdo; b)

Precipitagao extracelular; ¢) Adsorgao; d) Bioacumulacdo. Fonte: GARCIA JR, 1997.

1.2. BIOSSORGAO DE METAIS

Metais téxicos presentes em efluentes domésticos e em residuos da atividade
agricola e industrial (como a mineracao) causam danos ao meio ambiente e risco a
saude humana, devido a sua toxicidade, acumulagdo na cadeia alimentar e
persisténcia na natureza (MURALEEDHARAN et al., 1991; BAKKALOGLU et al.,
1998; GAVRILESCU, 2004).

Em geral, o tratamento desta contaminagao utiliza métodos convencionais
como, precipitacdo, floculacio, extracdo por solvente, filtracdo por membrana, troca
ibnica ou adsorcao por carbono ativado (KENTISH; STEVENS, 2001). Estas técnicas
mostram-se inexeqliveis em funcdo da sua baixa eficiéncia de recuperagéo,
geracdo de residuos secundarios de dificil tratamento e também pelos elevados

custos operacionais e de capital, devido a necessidade de reagentes e/ou energia



(SIEGEL et al., 1990; KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995; FILIPOVIC-KOVACEVIC
et al., 2000; PALMIERI et al., 2000; FRANCO et al., 2004; AKSU, 2005).

Neste sentido, a biossorcdo apresenta-se como uma alternativa para
substituir ou suplementar estas técnicas, pois além de exibir uma alta eficiéncia e
seletividade para a recuperacdao de metais, mostra uma performance comparavel as
resinas comerciais de troca iénica. Outra vantagem deste processo é um custo de
producdo menor comparado aos métodos convencionais, pois permite a utilizagdo
de biomassa faciimente obtida em grandes quantidades a partir de processos
fermentativos industriais, como cervejarias e laticinios (MURALEEDHARAN et al.,
1991; KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995; PALMIERI et al., 2000; ANDRES, 2003;
BAYRAMOGLU et al., 2003; AKSU, 2005).

Varios estudos tém mostrado que a utilizacdo da biomassa de fungos, em
especial os filamentosos, no processo de biossorgdo pode ser comparavel a agentes
quimicos largamente usados para remocao de metais, como Filtrasorb-400 (ROME;
GADD, 1991; MURALEEDHARAN et al., 1994; KAPOOR et al., 1999; FOMINA;
GADD, 2002; VOLESKY, 2003; JEON et al., 2005).

No entanto, a eficiéncia do processo de biossorcdo pode variar
consideravelmente entre as espécies de fungos em funcdo da composicdo da
parede celular, pois a presenca de grupos funcionais (como carboxil, amina, sulfidril,
fosfato e hidroxil) pode potencializar a capacidade de ligacdo metal-biomassa
(MURALEEDHARAN et al., 1991). A parede celular fungica apresenta uma estrutura
microfibrilar multilaminada constituida por duas fases, sendo a externa constituida
por glicanas, mananas ou galactanas e, a interna microfibrilar, com um arranjo
paralelo de quitina e, algumas vezes, celulose (Figura 2). Existe ainda, uma
transicdo continua entre estas fases, ligadas por proteinas, lipideos e
polissacarideos (VOLESKY, 1990).



Figura 2. Principais polissacarideos presentes na parede celular fungica, ativos durante a
biossorcédo. Fonte: SIEGEL et al., 1990.

Estudos tém mostrado que células melanizadas de varios fungos apresentam
um alto potencial para interagir com metais, provavelmente pelo fato da melanina
incorporada a parede celular de esporos e hifas conter grupos funcionais (Figura 3)
que se tornam sitios de ligacao aos ions metalicos, aumentando a sua capacidade
de adsor¢éo (BLOIS, 1978; GADD; ROME, 1988; FOGARTY; TOBIN, 1996).



Figura 3: Estrutura quimica da melanina. Fonte: FOGARTY; TOBIN, 1996.

Garcia-Rivera e Casadevall (2001) observaram que a produgcao de melanina
por Cryptococcus neoformans reduz a sua susceptibilidade ao nitrato de prata
devido a quelagédo do ion metélico pela melanina. Resultados obtidos em nosso
laboratério com uma linhagem melanizada do fungo Aspergillus nidulans
confirmaram que a biossorcao de metais (neodimio e lantanio) varia em funcao do
estagio de crescimento do fungo. Foi observado que a biomassa de 72 horas
apresentou um aumento significativo na capacidade de biossorcdo (em torno de

75%) comparado com a biomassa de 48 horas. Este resultado foi devido a produgéao



de pigmento melanina ocorrer em fungdo do tempo de cultivo, ou seja, a biomassa
de 48 horas apresenta-se pouco pigmentada enquanto aquela de 72 horas torna-se
escura em funcao da alta produgéo de pigmento (CAVALLIERI et al, 2007).

Para que o processo de biossorcao seja eficiente na recuperagdao e/ou
separacao de metais € necessario que o metal adsorvido a biomassa possa ser
separado da mesma apos o término do processo. Para tanto, realiza-se o processo
de dessorgao, cujo propésito € enfraquecer a ligacao metal-biomassa, usando um
agente dessorvente que possua uma afinidade maior pelo metal do que pelo
biossorvente (MODAK; NATARAJAN, 1995). Varios tipos dessorventes tém sido
utilizados, como as solugbes de &cidos minerais, sais, bases ou agentes
complexantes. (KAPOOR et al., 1999; DINIZ; VOLESKY, 2006).

1.3. FATORES QUE AFETAM O PROCESSO BIOSSORTIVO

O processo de biossorcao de metais pode ser influenciado pelo pH da
solugao, o ion metalico em questao, a presenca de outros ligantes em solugédo e os
pré-tratamentos (fisicos ou quimicos) da biomassa (BAYRAMOGLU et al., 20083;
BLACKWELL et al., 1995; KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995; WANG; CHEN, 2006).
Ja a temperatura, quando entre 20 a 35°C, nao influencia o processo biossortivo
(VEGLIO; BEOLCHINI, 1997).

Estudos tém mostrado que variagbes no pH da solugcdo afetam o grau de
adsorgédo dos ions metdlicos pelas biomassas. Em pH alcalino, os ions OH podem
se complexar com o metal, levando a uma diminui¢cdo na capacidade biossortiva do
metal devido a sua precipitagdo na forma de éxidos ou hidréxidos metalicos. Em pH
acido, também pode ocorrer uma reducao no potencial de interacdo do metal com a
superficie celular, devido a protonacao dos grupos carboxilicos (HUANG et al.,1988;
FOUREST; ROUX, 1992; BLACKWELL et al.,, 1995; KAPOOR et al.,1999). Estes
grupos tém um papel importante no processo de biossorgéo, representando cerca de
80 a 90% dos sitios de interacdo dos cétions metalicos (KRATOCHVIL; VOLESKY,
1998).

Outros cétions (como K*, Mg*?, Zn*?, Ca*?, Na*, Ni*?®) adicionais ao ion de
interesse, também podem diminuir a capacidade biossortiva do metal em resposta a
competicdo entre espécies de mesma carga pelos sitios de ligacdo. Do mesmo
modo, a presenga de anions pode afetar a capacidade de biossor¢géo, uma vez que
estes podem competir com os sitios ligantes da biomassa pelo ion metalico,



conforme observaram Diniz e Volesky (2005b) onde a capacidade biossortiva de
ions La®* por Sargassum polycystrum foi diminuida pela presenca do anion sulfato, o
mesmo ndo ocorreu na presenga dos anions cloridrico e nitrato. Também Filipovic-
Kovacevic et al. (2000) puderam notar que a capacidade biossortiva dos fons Cu®*,
Zn?*, Ni** e CrO4* pela biomassa de Aspergillus niger foi reduzida a 50% na
presenca de anions cloridricos.

Pelo fato da biossor¢gdo nao requerer energia proveniente do metabolismo
celular, a utilizacdo da biomassa inativa (submetida a pré-tratamentos fisicos ou
quimicos), ao invés de células vivas, apresenta-se vantajosa, pois permite eliminar
problemas com possiveis contaminagbes microbianas, toxicidade do metal a ser
removido e necessidade de adequacao do processo de biossor¢do as condigdes de
cultivo do microrganismo.

Varios estudos tém mostrado que a utilizacdo da biomassa submetida a
diferentes pré-tratamentos pode aumentar a capacidade de biossorcao. Kiran et al.
(2005), observaram que as células de Neurospora crassa pré-tratadas com calor
apresentaram uma maior capacidade biossortiva de Pb**, quando comparadas a
biomassa submetida a outros pré-tratamentos (hidréxido de sédio, acido acético,
dimetilsuféxido e detergentes) ou ativa (sem tratamento). Galun et al. (1983) notaram
um aumento de aproximadamente 50% na adsorcdao de urénio pela biomassa de
Penicillium digitatum pré-tratada com agua fervente, alcool, dimetilsuféxido ou
hidréxido de potassio. Também Kapoor et al. (1999) relataram que a biomassa de
Aspergillus niger aquecida por 15 minutos em uma solugao de NaOH 0,1N removeu
uma maior quantidade de Pb, Cd e Cu, comparada a biomassa ndo tratada. Uma
possivel explicagdo para estes resultados seria que a inativagdo da biomassa
possibilita uma maior area de superficie devido a destruicdo das membranas da
célula, facilitando, com isso, a exposicdo de componentes intracelulares e
possivelmente sitios de ligacdo anteriormente bloqueados (TOBIN et al., 1994;
GAVRILESCU, 2004; WANG; CHEN, 2006).

1.4. DELINEAMENTO DO PROCESSO DE BIOSSORCAO
Para entender e otimizar o processo de biossorcdo faz-se necessario a
realizagdo de experimentos de cinética e quantificagdo do acumulo de metais no

equilibrio.



A cinética tem sido determinada para estabelecer o tempo de contato
necessario entre a biomassa e o metal para que a biossorcao atinja o equilibrio. Este
passo € muito importante, pois € o tempo de contato que, eventualmente, determina
o tamanho do equipamento necessario para o contato biomassa/metal, o que
diretamente influencia os custos de capital e operacdao do processo (VOLESKY,
1990).

Durante a biossor¢do, um rapido equilibrio € estabelecido entre os ions
metélicos adsorvidos pela biomassa (geq) € 0s ions ndo adsorvidos presentes em
solugdo (Ceq). Este equilibrio pode ser representado pelas isotermas de adsorgéo, as
quais sao indispensaveis para o delineamento do processo, além de serem a
maneira mais eficiente para comparar a eficiéncia da biossorcao entre diferentes
microrganismos sob a mesma condi¢cdo ambiental (KRATOCHVIL; VOLESKY, 1998;
DONMEZ et al.,, 1999; AKSU, 2005). Nestes experimentos ocorre a variagdo da
quantidade de metal acumulado (geq) pela concentracdo de metal no equilibrio (Ceq)
(VOLESKY, 1990).

Varios modelos foram propostos para o entendimento do processo de
biossorcdo, como o modelo de Langmuir, o de Freundlich, o Langmuir-Freundlich, o
Redlich-Peterson, o Brunauer-Emmet-Teller (BET) e o de Radke-Prausnitz
(VOLESKY, 2003; GAVRILESCU, 2004; ASKU, 2005). Estes modelos, apesar de
ajustarem-se adequadamente aos resultados obtidos, pouco refletem sobre a
natureza das interagdes envolvidas devido a complexidade dos sistemas bioldgicos,
e tém sido utilizados, principalmente, para determinar parametros especificos como
a capacidade maxima de biossor¢ao (gmax) € a interagdo da biomassa com o metal
(b) (VOLESKY, 1990; PALMIERI, 2001).

O modelo mais freqientemente usado é o de Langmuir, o qual sugere uma
monocamada de adsorcao, com distribuicio homogénea dos sitios ligantes, sem
interagbes entre as moléculas adsorvidas. Este modelo pode ser expresso pela
equagao (3):

qeq = qmabeeq (3)
1 + b.Ceq

onde, geq € a capacidade de biossorcdo da biomassa no equilibrio, a qual
representa a quantidade de metal acumulado por unidade de biomassa; gmax € a



capacidade maxima de biossorcdo da biomassa, alcangada quando seus sitios
ligantes estdo saturados pelo metal; b é a constante que representa a afinidade
entre a biomassa e o metal e, Ceq é a concentracdo de metal em solugdo apos
atingir o equilibrio (ANDRES et al., 2000; FILIPOVIC-KOVACEVIC et al., 2000;
VOLESKY, 2003; SELATNIA et al., 2004). A representacao da isoterma de Langmuir
estd ilustrada na Figura 4:

Qmax

Ueg

Figura 4. Representacao da isoterma de Langmuir. Fonte: Oliveira, 2007.

Um rearranjo da equagao acima origina a forma linear, a qual é representada

por:

1 = 1 + 1 o1 (4)
Jeq Omax b.qmax Ceq

A construgéo do grafico 1/Qeq versus 1/Ceq origina uma linha ajustada da

isoterma obtida, permitindo estimar os parametros gmax € b.

1.5. BIOSSORCAO DE TERRAS-RARAS

O processo de biossorcao também vem despertando a atencdo dos
pesquisadores para a obtencao dos metais terras-raras (TRs) em fungdo da sua
importancia tecnolégica e do seu alto valor agregado (VOLESKY, 1990).
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Os metais Terras-Raras (TRs), assim denominados por terem sido
primeiramente observados na forma de éxidos, os quais se assemelham a “terra” na
nomenclatura popular, sdo também impropriamente chamados de “raras”, uma vez
que a maioria deles é mais abundante do que muitos outros elementos, exceto o
promécio, que nao € encontrado naturalmente. Um exemplo disso é o elemento
cério, 0 qual possui uma concentragdo na crosta terrestre de 60ppm, enquanto que
cobre possui concentragdo de 50ppm (HEDRICK, 2005; MARTINS; ISOLANI, 2005).

Esta série pode ser dividida em dois grupos, classificados conforme suas
caracteristicas quimicas, sendo: os elementos leves das terras-raras, ou grupo do
cério, e os elementos pesados das terras-raras, também denominado grupo do itrio.
Ao primeiro grupo pertencem os elementos quimicos, lantanio (nUmero atémico 57),
cério (58), praseodimio (59), neodimio (60), promécio (61), samario (62) e eurdpio
(63). J& no segundo grupo estdo, gadolinio (64), térbio (65), disprdsio (66), hdimio
(67), érbio (68), tulio (69), itérbio (70) e lutécio (71). Os elementos escandio (21) e
itrio (39) também estdo incluidos nesta segunda série devido a caracteristicas
quimicas semelhantes as dos outros elementos e, também, por encontrarem-se
associados as terras-raras na natureza (ABRAO, 1994; JONES et al., 1996).

Os elementos TRs podem ser encontrados em rochas carbonatiticas,
granitos, pegmatitos e rochas silicatadas, em concentragdes que variam entre 10 a
300ug/g. Estao presentes também como constituintes de mais de 250 espécies
minerais, sendo as que apresentam interesse econémico a monazita, a bastnaesita,
o xenotimio, a gadolinita, a allanita, a loparita, a euxenita e a apatita (VIEIRA; LINS,
1997).

Estima-se que as reservas totais de minérios de terras-raras (medidas e
indicadas) sejam de 112,6 milhdes de toneladas. Deste total, a China possui mais de
40%, seguida pela Russia (18%) e Estados Unidos (12,4%). Seguem-se depois
Australia (5,1%), india (1,2%) e paises com menos de 1%, sendo: Canadé, Africa do
sul, Brasil, Malésia, Sri-Lanka, Tailandia, Zaire e outros paises (VIEIRA; LINS, 1997).

No Brasil, os terras-raras sdo provenientes do mineral monazita, sendo as
suas reservas, principalmente encontradas em solos lateriticos e silexitos
associados a complexos carbonatitos, além das provenientes de “placers” marinhos
e fluviais (VIEIRA; LINS, 1997). De acordo com o Departamento Nacional de
Producao Mineral (DNPM), de 1996, as reservas (medidas e indicadas) sdo da
ordem de 93.000 toneladas, sendo 53.597 toneladas pertencentes a Industria
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Nucleares do Brasil S.A., distribuidas nos estados do Rio de Janeiro (Sao Jodo da
Barra — 40.889 ton), Espirito Santo (ltapemirim, Anchieta, Guarapari e Aracruz —
4.869 ton) e Bahia (Alcobaca, Prado e Porto Seguro, 7.869 ton) e, 39.258 toneladas
pertencentes & empresa Samitri S.A. — Mineragdo da Trindade, localizadas
principalmente no municipio de Sdo Gongalo do Sapucai, MG.

Outras reservas, cujas extensdes ainda nédo foram incorporadas oficialmente
ao total das reservas brasileiras, encontram-se em Paranagua — PR, Araxa e Pogos
de Caldas — MG, Catalao — GO, além da provincia de Pitinga — AM.

A monazita, cuja férmula estrutural é R-PO4, sendo R o grupo dos terras-
raras, constitui-se em cerca de 90% dos elementos La, Ce, Pr e Sm, enquanto que o
restante é itérbio e lantanideos pesados (GSCHNEIDNER, 1980; ABRAO, 1994). Na
Tabela 1, pode-se observar a porcentagem dos elementos TRs na monazita
brasileira.

Tabela 1. Porcentagem de elementos terras-raras na monazita brasileira. Fonte: HEDRICK,
2005.

Monazita Composicao (%)

itrio 1,40
Lantanio 24,00
Cério 47,00
Praseodimio 4,50
Neodimio 18,50
Samario 3,00
Eurépio 0,10
Gadolinio 1,00
Térbio 0,10
Disprésio 0,40
Ho6lmio Trago
Erbio 0,10
Tulio Trago
Itérbio 0,02
Lutécio Nao determinada
Total 100

Historicamente, a aplicacao pratica dos terras-raras pode dividir-se em quatro
periodos, sendo: 1788/1891 — os TRs foram cientificamente examinados, porém nao
tecnicamente utilizados; 1891/1930 — primeiras utilizagdes industriais dos TRs em
misturas ou separados; 1930/1960 — utilizacdo dos TRs em varios programas de
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pesquisas atdbmicas, principalmente, pelos EUA e Inglaterra; e, finalmente o quarto
periodo que se estende de 1960 até os dias atuais — aumento qualitativo e
quantitativo de suas aplicagbées, como lasers, fésforos, lentes de vidro, polimento de
vidros, sensores, corantes de vidros, conversor catalitico, participagdo em super
ligas, aco modificado, magnetos permanentes, armazenamento de hidrogénio,
ceramicas especiais, entre outras (GSCHNEIDNER, 1980; PALMIERI et al., 2000;
DINIZ; VOLESKY, 2005a).

Flutuacdes nos precos dos TRs, do final da década de 50 a 1998, ocorreram
devido ao fornecimento, demanda, legislacgdo ambiental e fatores econdmicos,

especialmente a inflagdo e os custos energéticos, Tabela 2.

Tabela 2. Eventos significantes que afetaram o preco dos TRs. Fonte: HEDRICK, 2007.

Periodo Eventos

1958 — 1971 Declinio no preco devido a abertura de um grande
depésito de TRs, a Mountain Pass, na Califérnia.

1971 — 1978 O fornecimento continuou crescendo e a demanda
manteve a velocidade.

1979 A alta da inflagdo e os altos custos de operacao da

industria mineira fizeram o pre¢co aumentar.

Apés 1982 Com a melhora na economia e a inflacdo subsidiada, o

preco se estabilizou.

A demanda por TRs utilizados na catélise do petréleo caiu
Em 1985 drasticamente, devido a lesgislacdo ambiental que
regulamentou a redugao da quantidade destes na gasolina

Crescimento da industria de TRs, principalmente em

1986 — 1998 mercados de produtos de alta pureza.

Com o crescimento das industrias de alta tecnologia, os TRs neodimio e
lantanio, objetos deste estudo, tiveram seus pregos valorizados, conforme Figura 5.
O neodimio por sua participagdo na liga neodimio-ferro-borro (NIB), utilizada em
imas permanentes, e o lantanio pela participacdo no hibrido lantanio-niquel,
amplamente utilizado em baterias recarregaveis principalmente de equipamentos
sem fio, como telefones celulares e computadores portateis (HEDRICK, 2007).
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Figura 5. Valores dos TRs neodimio ( ® ) e lantanio ( 4 ) de 1959 a 1998. Fonte:
http://minerals.usgs.gov/minerals/pubs/commodity/rare_earths/740798.pdf.

O alto valor agregado destes metais provém da dificuldade de obté-los na sua
forma pura, a qual é necessaria para as suas aplicagdes de alta tecnologia. Esta
dificuldade decorre do comportamento fisico-quimico muito semelhante entre os
elementos deste grupo (GUPTA; KRISHNAMURTHY, 1992). Prova disso é o fato de
somente alguns paises no mundo como Estados Unidos, Japé&o, Franga, Alemanha
e China possuirem a tecnologia para a sua separacao e purificacdo (OLIVEIRA,
2007).

Entretanto, estudos de recuperacao de elementos de valor agregado, como
0s metais terras-raras, utilizando adsorventes de origem bioldgica ainda séo muito

limitados, como se pode observar na Tabela 3.
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Tabela 3. Biossor¢cao de elementos terras-raras por microrganismos.

Biossorvente Terra-rara Referéncia
Bacillus subtilis
Pseudomonas aeruginosa
Ralstonia metallidurans Gd** Andrés et al., 2000
Mycobacterium smegmatis
Saccharomyces cerevisiae
Neurospora sp.
Humicola sp.
Penicillium sp.
Rhizopus sp.
Ankistrodesmus gracilis
Ankistrodesmus densus NG Palmieri et al., 2000
Monoraphidium sp.
Chlorella minutissima
Levedura F
Linhagens (UB1193, UB1194 e
UBIR92) de Saccharomyces
Pseudomonas aeruginosa Philip et al., 2000
Bacillus subtilis Markai et al., 2003
Pseudomonas aeruginosa EuS Texier et al., 1999;2000;2002
: u o

Pseudomonas aeruginosa Philip et al., 2000
Sargassum Diniz; Volesky, 2005a
Sargassum fluitans Palmieri et al., 2002

Sargassum polycystrum Diniz; Volesky, 2005b
Pseudomonas sp. Lg% Kazy et al., 2006
Pseudomonas aeruginosa Texier et al., 1999;2000;2002
Pseudomonas aeruginosa Philip et al., 2000
Sargassum Diniz; Volesky, 2005a
Pseudomonas aeruginosa Yb3* Texier et al., 1999;2000;2002
Sargassum Diniz; Volesky, 2005a
Pseudomonas aeruginosa Pr* Philip et al., 2000
Pseudomonas aeruginosa Dy** Philip et al., 2000

Neste contexto, o estudo do processo de biossorcao de TRs

utilizando

biomassas de microrganismos, principalmente fungos filamentosos, apresenta um

grande interesse biotecnoldgico, pois representa uma alternativa promissora que

combina as vantagens de um processo eficiente e com custo operacional menor

para a separacgao destes elementos de alto valor agregado e tecnolégico.



O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a potencialidade da utilizagédo de
biomassa de fungos filamentosos no processo de biossorcao dos ions lantanio e
neodimio, visando a separacdo destes metais terras-raras. Para atingir tal objetivo
foi necessario:

»= Construir e avaliar as cinéticas de biossorcao, de lantanio e neodimio,
das biomassas ativas e inativas dos fungos filamentosos cultivados

com e sem agitagao.

» Determinar, através da construcdo de isotermas de biossorcao, os
parametros de equilibrio: gmax (capacidade maxima de biossor¢éo) e b
(afinidade da biomassa pelo metal).

* Quantificar a porcentagem de metal dessorvido (qq) das biomassas dos

fungos estudados.
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3.1. MATERIAIS

3.1.1. Fungos

Neste trabalho foram utilizados fungos filamentosos coletados no litoral
paulista e isolados por Vita-Marques (2003), conforme mostrado na Tabela 4. Estes
fungos encontram-se estocados no Laboratério de Fungos Filamentosos do
Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica de
Araraquara (UNESP).

Tabela 4. Origem dos fungos marinhos utilizados neste trabalho.

Fungo (n°.) Amostra Origem
11 S4SS11  Sedimentos marinhos em S&o Sebastiao/SP
20 S2SS20  Sedimentos marinhos em S&o Sebastido/SP
22 AbSS22 Alga Padina sp. de Sao Sebastiao/SP
26 RP26 Rocha em Peruibe/SP
34 S1SS34  Sedimentos marinhos em S&o Sebastido/SP
57 AsSS57 glgsasﬁ élSoa/rSgF:ilfssum cymosum de Sao

3.1.2. Meios de cultura
Para o crescimento das linhagens utilizou-se o “meio marinho”, que possui a

seguinte composicao:

(][ ToTo T RSP SPP 4,0009
EXtrato de 1eVEAO ..o oo 4,000g
Peptona de SOJa ......coeiiiiiiiiee e 2,0009
Cloreto de SOAIO ....uveeeeeeeiiiiiiee ettt e e e e nae e 15,153¢g
Cloreto de Magn@Sio ........ooiiiiiiii e 1,398¢g
Sulfato de MAGNESIO ....eeveiiiiiiei e 1,888¢g
(0[] 11 (ol e [N o= (o7 [0 PSPPSR 0,652¢g
(0[] 11 (ol e [T o To] - 1= o 1SR 0,4149g
Bicarbonato de SOTIO ........c.ueiiiiiiiiiiee e 0,116g

Agua destilada até ComMPIEtar ...........co.cceueveeeeeereeeeeeeeeeeeee e 1000mL
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Para a identificacdo dos fungos, utilizou-se o meio Sabourand, cuja

composigao é:

DIEXIIOSE ..eeeieieiei ettt e e e e e a e e e e e e nreee e e e e aan 409
PEPIONA .. s 109
Agua destilada até completar ..........cc.ococuevecuereceeeeeeceeeeeceeeee e 1000mL

Apo6s ajustar do pH em 5,7 com NaOH, ambos os meios foram autoclavados a
1 atm de pressdo, 121°C, por 20 minutos. Para a preparagdo do meio sélido foi

adicionado 15g de agar por 1000mL de meio antes da autoclavagem.

3.1.3. Solucao de metais

As solucdes estoque de lantanio e neodimio, na concentracdo de 8g.L”,
foram preparadas a partir da dissolucdo de seus respectivos Oxidos em HCI
concentrado sob aquecimento a 80°C. Os éxidos de ambos metais, provenientes da
Aldrich com 99,9% de pureza, foram previamente calcinados a 900°C por 2 horas
antes do preparo das solugdes estoque.

Nos experimentos de biossorgédo, as solugdes estoque foram diluidas para
atingir as concentracdes de 0,15g.L™", 0,175g.L", 0,2g.L", 0,25g.L", 0,3g.L" e
0,89.L", e o pH ajustado em 5,7 pela adicdo de NaOH conforme o necessario.

3.2. METODOS

3.2.1. Estoque dos fungos
Apos crescimento em placas de Petri contendo “meio marinho”, os fungos

foram estocados a 4°C.

3.2.2. Identificacao dos fungos

Os fungos crescidos em placas de Petri com 20mL de meio Sabourand, pH
5,7, a temperatura de 27°C, foram identificados com base nas suas caracteristicas
macro e microscopicas, segundo LARONE (1995).

O estudo macroscépico foi feito pela observagcao visual das colénias em
relagcdo a velocidade de crescimento; esporulagdo; morfologia e cor da colénia. O
exame microscopico dos fungos foi obtido através do exame direto ou a fresco, o
qual consiste em coletar um fragmento de colénia com o auxilio de um fio de platina,

colocéa-lo sobre a superficie de uma lamina de microscépio contendo uma gota de
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solucdo salina, cobri-lo com uma laminula e observa-la ao microscépio éptico em
relagdo as seguintes caracteristicas: morfologia da hifa; forma dos esporos e

presenga de estruturas de reproducao vegetativa ou sexuada.

3.2.3. Preparacao da suspensao de conidios

Os conidios obtidos ap6s o crescimento das linhagens em placas de Petri
contendo “meio marinho” foram coletados em solugao salina 0,85% e, em seguida
filtrados em 1a de vidro. O nimero de conidios por mililitro foi estimado através da

contagem em camara de Neubauer, sob microscopio 6ptico, conforme equacao (5).
N¢ conidios / mL =n X 25 X dil X 10* (5)

Onde, n corresponde ao numero de conidios contados em um campo
contendo 16 divisdes, 25 é o total de campos de contagem, dil € a diluicdo utilizada
para realizar a contagem e 10* corresponde ao volume da camara expressa em
cm?.

3.2.4. Obtencao da biomassa celular

A biomassa foi obtida pela inoculacdo de 10’ conidios em Erlenmeyers de
500mL contendo 250mL de “meio marinho”, pH 5,7. O periodo de crescimento variou
entre 72 a 480 horas, a 30°C, para que todos os fungos estivessem em fase de
crescimento estacionaria. As culturas sob agitacdo foram crescidas em mesa
agitadora CONTROLLED ENVIRONMENT INCUBATOR (New Brunswick Scientific
Co. Inc.) "a 250 rpm.

Apb6s o tempo de crescimento previamente determinado para cada fungo, as
culturas (com e sem agitacéo) foram submetidas a filtragdo e a massa micelial obtida
foi lavada vérias vezes com &gua destilada. Esta biomassa foi denominada de
“biomassa ativa” foi colocada em estufa a 70°C por uma noite para a obtencao da
biomassa inativada.

Para a utilizacdo nos experimentos de biossorcédo, as biomassas (ativa e

inativa) foram trituradas em um almofariz para a obtengéo de um pé.
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3.2.5. Avaliagao do crescimento

A avaliacdo do crescimento dos fungos foi feita pela determinacdo da massa
seca, a qual foi obtida ap6s a secagem da biomassa celular em estufa a 70°C, até
que o peso fosse constante.

3.2.6. Cinéticas de biossorcao

Estas cinéticas foram realizadas em Erlenmeyers de 125mL contendo
biomassa ativa ou inativa (0,4g de massa seca) e 100mL da solugao de neodimio ou
lantanio (0,8g.L™" em pH 5,7) incubados a 30°C sob agitacdo de 150rpm em uma
mesa agitadora orbital refrigerada, modelo MA 830, MARCONI. A concentracdo de
metal, a temperatura e o pH da solugcédo utilizados nestes experimentos foram
previamente determinados.

Nos tempos de 10, 20, 30, 45, 60 e 120 minutos, foram retiradas aliquotas da
solucdo, as quais foram filtradas para a determinacdo da concentracdo residual de
metal na fase liquida através da titulagado complexométrica com EDTA (GUENTHER,
1972). Neste procedimento, em uma aliquota de 5mL do filtrado foi adicionado 25mL
de tampao acetato 0,1 M pH 5,7 e 5 gotas do indicador alaranjado de xilenol e, em
seguida, iniciou-se a titulagdo com uma solugdo de EDTA 0,01 M. Paralelamente,
foram realizados dois ensaios controle nas mesmas condi¢cdes acima: um contendo
metal, sem biomassa e, o outro, contendo biomassa, exceto metal. Cada
experimento foi realizado em duplicata.

A capacidade de biossorcao (q) foi calculada pela equagéao 6:

q=(Co—-Cy) V (6)
m

onde C, é a concentragao inicial do metal (g.L'1); C: é a concentracéo final do
metal no tempo da coleta (g.L"); V é o volume da solugdo (L) e m é o peso da
biomassa seca (g). O valor de q foi expresso em miligrama de metal/grama de

biomassa.
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3.2.7. Isotermas de biossorcao

Os ensaios para a construcdo das isotermas de biossorcao foram realizados
em Erlenmeyers de 125mL, contendo biomassa inativa (0,4g de massa seca) e
100mL da solucdo de neodimio ou lantanio, em concentragbes iniciais de 0,15,
0,175, 0,2, 0,25 e 0,3g.L", com pH ajustado em 5,7. Ap6s 90 minutos sob agitacéo,
uma aliquota de 5mL foi coletada, filirada e determinada a concentragdo de metal
através da titulagdo complexométrica com EDTA (GUENTHER, 1972). Neste
procedimento, em uma aliquota de 5mL do filtrado foi adicionado 25mL de tampéao
acetato 0,1 M pH 5,7 e 5 gotas do indicador alaranjado de xilenol e, em seguida,
iniciou-se a titulagdo com uma solugdo de EDTA 0,001 M. Paralelamente foram
realizados dois ensaios controle nas mesmas condicdes acima: um contendo metal,
sem biomassa e, o outro, contendo biomassa, exceto metal. Cada experimento foi
realizado em duplicata.

As isotermas foram construidas pela representacéo grafica da concentracao
de metal no equilibrio (Ceq) versus os valores da capacidade de biossor¢gédo no
equilibrio (geq). Pela andlise da regressédo linear das isotermas foi possivel
determinar a capacidade maxima de adsorcao do metal pela biomassa (gmsx) € a
afinidade entre os sitios de ligacao presentes na biomassa e o ion metélico (b), de

acordo com o modelo de Langmuir (equagao abaixo):

C]eq = Qméx-b-Ceq
1+ b.Ceq

onde geq é a capacidade de biossor¢cdo da biomassa no equilibrio, a qual
representa a quantidade de metal acumulado por unidade de biomassa; gmax € a
capacidade maxima de biossorcdo da biomassa, alcancada quando seus sitios
ligantes estdo saturados pelo metal; b é a constante que representa a afinidade
entre a biomassa e o metal e, Ceq é a concentracdo de metal apods atingir o

equilibrio.

3.2.8. Dessorcao
Os ensaios de dessorcao foram realizados em Erlenmeyers de 125mL

contendo biomassa inativa (0,4g de massa seca), proveniente dos ensaios de
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biossor¢ao, e 100mL da solugédo de HCI 0,1M e mantidos a 30°C sob agitagéo de
150rpm em mesa agitadora orbital refrigerada, modelo MA 830, MARCONI.

Ap6s 24 horas, a determinagdo da concentracdo de metal foi feita pela
titulagdo complexométrica com EDTA (GUENTHER, 1972). Neste procedimento, em
uma aliquota de 5mL do filtrado foi adicionado 5 gotas de alaranjado de xilenol, 4
gotas de NaOH 6M e 25 ml de tampao acetato 0,1 M pH 5,7 e, em seguida, iniciou-
se a titulagdo com uma solugao de EDTA 0,001 M.

O coeficiente de dessorcao (qq) foi calculado pela equagédo (7) mostrada

abaixo:

qa= Gt V (7)

m

onde: qq € a capacidade de dessorcdo da biomassa no equilibrio, a qual
representa a quantidade de metal liberado por unidade de biomassa; C; é a
concentragdo de metal apés atingir o equilibrio (g.L™); V é o volume da solugéo (L) e
m é o peso da biomassa seca (g). O valor de qq foi expresso em miligrama de
metal/grama de biomassa. A porcentagem de dessorcdo foi calculada a partir do
valor de g4 em relacdo a capacidade de metal adsorvido no equilibrio (Qeq),

considerada como 100%.

24



26

4.1. IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

Com o objetivo de selecionar fungos que apresentem capacidade de
biossorcao diferencial em relagdo aos metais terras-raras neodimio e lanténio,
primeiramente foi realizada a identificagdo de seis fungos coletados no litoral
Paulista (Vita-Marques, 2003), de acordo com as caracteristicas morfoldgicas
descritas por Larone (1995), como mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5. Descricdo das caracteristicas macroscopicas e microscépicas dos fungos

identificados neste trabalho.

Fungo

Caracteristicas Macroscopicas

Caracteristicas Microscopicas

Alternaria alternata

Coldénia com aspecto de I3;
superficie com coloracdo negra
acinzentada e margem branca;
reverso negro.

Hifas septadas e negras; conidiéforos
septados com aparéncia zig- zag;
conidios largos, marrons e com
divisdes transversais e longitudinais.

Aspergillus terreus

Coldnia com aspecto aveludado;
superficie com coloragdo marrom
clara; reverso é amarelado.

colunas
hialinas

Fialides biseriadas com
compactadas; células
submergidas no agar.

Aspergillus versicolor

Colbnia com aspecto aveludado;
superficie com coloragdo branca
no centro e circulos alternados de
cores: azul, bege, verde
finalizando com a margem
branca; reverso avermelhado no
centro e branco na margem.

Conidiéforos longos e lisos; fidlides
biseriadas, levemente radiadas
cobrindo a maioria da vesicula.

Superficie algodonosa; coloragao
branca a cinza; reverso com
coloracao de branco a marrom.

Hifas septadas; conidios ovais lisos
Ou rugosos, com base larga; Unicos
Oou em pequenas cadeias.

Chrysosporium spp.
Hifas septadas e conidiésporos
_ ramificados; produzem duas ou mais
rfici vel m . ’ P o .
g:@?a gc? acir?z:nﬁgggaé neC?a' cadeias de conidios. Conidios ovais
revers% cinza 9" tormando galhos, sendo as células
) ’ das cadeias de conidios largas e
Cladosporium sp. septadas.

Rhizopus spp.

Crescimento denso; superficie
algodonosa; coloragdo marrom e
reverso claro.

Hifas largas, septadas;
esporangioforos longos e
normalmente ndo ramificados.
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2. CINETICAS DE CRESCIMENTO

Estas cinéticas foram realizadas para estabelecer o tempo necessario para a
obtencdo de biomassa relativa a fase de crescimento estacionaria dos fungos
estudados, a qual foi utilizada nos ensaios de biossor¢do. A Tabela 6 mostra as
biomassas obtidas em diferentes tempos de crescimento, a temperatura ambiente,

em culturas com e sem agitagao.



Tabela 6 - Crescimento dos fungos por diferentes periodos de tempo, em culturas com e sem

agitacao, na temperatura de 25-27°C.

Condicao de Tempo de Peso seco da Desvio padrao
Fungo cultivo crescimento (h) biomassa (g)® (9)
96 0,071 0,003
Agitado 168 0,165 0,005
0,002
Alternaria alternata 240 0,163
360 0,090 0,001
Sem agitacao 480 0,160 0
600 0,158 0,003
120 0,167 0,007
Agitado 168 0,200 0,009
0,01
Aspergillus terreus 216 0,200
168 0,210 0,001
Sem agitacédo 360 0,224 0,003
432 0,220 0
48 0,030 0,006
Agitado 72 0,182 0,008
0,006
Aspergillus versicolor 144 0,180
72 0,071 0,001
Sem agitacédo 168 0,100 0,004
240 0,095 0
48 0,053 0,009
Agitado 72 0,194 0,02
0,008
Chrysosporium spp. 144 0,190
240 0,100 0,001
Sem agitacao 360 0,141 0,005
480 0,137 0
120 0,138 0,008
Agitado 168 0,159 0,005
0,009
Cladosporium sp. 216 0,160
240 0,113 0,006
Sem agitacao 480 0,200 0,008
528 0,200 0,007
48 0,134 0
Agitado 72 0,255 0,004
Rhizopus spp 144 0,250 0,002
' 72 0,090 0,002
Sem agitacdo 168 0,166 0,004
240 0,161 0

@: Valores representam a média de dois experimentos independentes.
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Como pode ser observado na Tabela 6, o tempo necessario para que 0s
fungos atinjam a fase de crescimento estacionaria variou entre as diferentes
espécies e também em func¢do da condigdo de cultivo (com ou sem agitacao).

Para os fungos A. alternata e Cladosporium sp., a fase estacionaria de
crescimento foi estabelecida em 168 horas e 480 horas, respectivamente, para as
culturas com e sem agitagdo. Em relagéo aos fungos A. versicolor e Rhizopus sp.,
esta fase de crescimento foi atingida em 72 horas para as culturas sob agitacao e
168 horas para aquelas sem agitacdo. Para A. terreus e Chrysosporium spp.,
cultivados sem agitacao, o crescimento estacionario foi alcangcado apés 360 horas,
enquanto que no cultivo sob agitagdo, esta fase foi atingida com 72 horas para
Chrysosporium spp. e apds 168 horas para A. terreus (Tabela 6).

Nos experimentos de biossorcdo realizados neste trabalho foram utilizadas
biomassas provenientes da fase de crescimento estacionario porque durante esta
fase ocorre a sintese de varios metabolitos secundarios que podem ser incorporados
a parede celular de esporos e hifas, aumentando a capacidade de biossor¢éao da
biomassa. Dentre estes metabdlitos tem-se o0s pigmentos, os quais apresentam
varios grupos funcionais que se ligam fortemente a metais (FOGARTY; TOBIN,
1996).

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que para a otimizagcao do processo
de biossorcao é necessario determinar o tempo de cultivo do microrganismo em que
o envoltério celular esteja com todos 0s seus possiveis sitios de ligagdo para metais
visando maximizar a capacidade de biossor¢cao da biomassa.



4.3. CINETICAS DE BIOSSORCAO DE NEODIMIO E LANTANIO

Com o objetivo de determinar o tempo minimo necessario para que a ligacao
dos metais terras-raras (neodimio e lantanio) a superficie celular atinja o equilibrio,
foram realizados ensaios de biossorcao utilizando as biomassas, ativas e inativas,
dos fungos A. alternata, A. terreus, A. versicolor, Chrysosporium spp., Cladosporium
sp. € Rhizopus spp. em diferentes tempos de incubagao (10, 20, 30, 45, 60 e 120
minutos), como mostrado nas Figuras 6, 7, 8 € 9.
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Figura 6. Cinética de biossor¢do de neodimio pelas biomassas dos fungos: A. alternata, <
biomassa ativa e ¢ inativa, A. versicolor, [ ] biomassa ativa e M inativa, A. terreus, /\ biomassa ativa
e A inativa, Chrysosporium spp., © biomassa ativa e @ inativa, Cladosporium sp., [ | biomassa ativa
e inativa e Rhizopus spp., O biomassa ativa e @ inativa, cultivados sob agitagdo. Resultados
referentes aos valores médios de dois experimentos independentes.
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Figura 7. Cinética de biossor¢do de neodimio pelas biomassas dos fungos: A. alternata, <
biomassa ativa e ¢ inativa, A. versicolor, [l biomassa ativa e M inativa, A. terreus, /\ biomassa ativa
e A inativa, Chrysosporium spp., © biomassa ativa e @ inativa, Cladosporium sp., [ ] biomassa ativa
e W inativa e Rhizopus spp., O biomassa ativa e @ inativa, cultivados sem agitacdo. Resultados
referentes aos valores médios de dois experimentos independentes.
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Figura 8. Cinética de biossorcdo de lantanio pelas biomassas dos fungos: A. alternata, <

biomassa ativa e ¢ inativa, A. versicolor, [] biomassa ativa e M inativa, A. terreus, /\ biomassa ativa

e A inativa, Chrysosporium spp., © biomassa ativa e @ inativa, Cladosporium sp.,
e

biomassa ativa
inativa e Rhizopus spp., O biomassa ativa e @ inativa, cultivados sob agitacdo. Resultados

referentes aos valores médios de dois experimentos independentes.
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Figura 9. Cinética de biossor¢éo de lantanio pelas biomassas dos fungos: A. alternata, <

biomassa ativa e ¢ inativa, A. versicolor, [] biomassa ativa e M inativa, A. terreus, /\ biomassa ativa

e A inativa, Chrysosporium spp., © biomassa ativa e @ inativa, Cladosporium sp., [ | biomassa ativa

e W inativa e Rhizopus spp., O biomassa ativa e @ inativa, cultivados sem agitagdo. Resultados

referentes aos valores médios de dois experimentos independentes.
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As cinéticas de biossor¢cdo de neodimio, apresentadas nas Figuras 6 e 7,
mostram que a capacidade de ligacao deste metal foi cerca de 2,5 vezes maior para
as biomassas inativas comparado as ativas, tanto para os fungos cultivados com e
sem agitacdo. O mesmo comportamento foi observado em relacdo ao lantanio
(Figuras 8 e 9), porém a capacidade de biossorcao foi aproximadamente 3,5 vezes
maior para as biomassas inativas, independente da condicdo de cultivo. Estes
resultados concordam com os relatos da literatura que apontam que a capacidade
de biossorcdo pode aumentar em funcao do pré-tratamento utilizado na biomassa
(GALUN et al, 1983; KAPOOR et al.,1999; KIRAN et al., 2005). Uma explicacao para
esta maior capacidade de biossor¢cao seria que a inativagdo pelo calor causa o
rompimento das células, expondo outros componentes celulares que podem atuar
como sitios para ligacao aos metais (BAYRAMOGLU et al., 2003; WANG; CHEN,
2006).

Analisando os graficos de cinéticas de biossorcdo para os metais lantanio e
neodimio pode-se observar a existéncia de duas fases: uma inicial com uma
biossorcao rapida, a qual contribui para a capacidade total de biossor¢ao seguida
por uma fase de adsorcdo mais lenta até a estabilizacdo da capacidade de
biossorcdo, quando o equilibrio é atingido. No entanto, a fase inicial de rapida
adsorcdo dos metais a biomassa variou entre os metais estudados em fungao da
condicdo de cultivo. Em relacdo aos fungos cultivados sob agitacdo, a fase inicial
compreendeu cerca de 10 minutos para lantédnio e 15 minutos para neodimio
(Figuras 6 e 8), enquanto que para as biomassas cultivadas sem agitagdo, os
tempos foram 20 minutos para neodimio e 35 minutos para lantanio (Figuras 7 e 9).

Observou-se também que o tempo necessario para que a biossorcao
atingisse o equilibrio variou de 10 a 60 minutos para ambos metais (Figuras 6, 7, 8 e
9). Este intervalo de tempo, quando comparado a relatos da literatura, pode ser
considerado pequeno, conferindo a estes fungos potencial para a utilizagdo como
biossorventes em maiores escalas.

Notou-se ainda que os fungos que atingiram mais tardiamente o equilibrio
apresentaram uma cinética de biossorcao diferente, caracterizada por um actumulo
de metais temporario seguida de uma nova ascendéncia da capacidade de
biossorcdo até atingir o equilibrio definitivo. Em relagdo ao metal neodimio, os
fungos cultivados sob agitacdo que apresentaram este padrao foram: A. versicolor,
Chrysosporium spp., Rhizopus spp., A. alternata, e Cladosporium spp. (Figura 6),



sendo que para os cultivados sem agitagdo tém-se: Cladosporium sp.,
Chrysosporium spp., A. alternata e Rhizopus spp. (Figura 7). Com relagdo as
cinéticas de biossorgdo de lantanio, este comportamento foi observado para os
seguintes fungos cultivados sob agitagdo: Chrysosporium spp., A. versicolor e
Rhizopus spp. e Cladosporium spp.(Figura 8); e para A. alternata, A. terreus e
Cladosporium sp cultivados sem agitacdo (Figura 9). Uma explicacao para este
padrao de cinética foi dada por Kazy et al., 2006, onde descreveram que isso
indicaria a presenca de, no minimo, dois tipos de sitios para a ligacao de metais.

Os resultados obtidos também mostraram que as condi¢des de cultivo afetam
a capacidade de biossor¢cado de neodimio e lantanio, pois as biomassas dos fungos
cultivadas sob agitacéo (Figuras 6 e 8) apresentaram uma maior capacidade de ligar
os metais em estudo que aquelas cultivadas sem agitacao (Figuras 7 e 9). Estes
resultados concordam com a literatura, a qual diz que a composi¢cao quimica da
parede celular é fortemente dependente das condicbes de cultivo, uma vez que
diferentes condicdées provocam mudancas na bioquimica da superficie dos fungos, o
que pode também influenciar na capacidade de ligacao de metais (TOBIN et al.,
1994; FOMINA; GADD, 2002).

Portanto, a partir das cinéticas de biossorcao foi possivel verificar que para a
avaliacao da eficiéncia do processo de biossorcdo € importante determinar a
velocidade da cinética em funcdo da condicdo de cultivo e do tratamento da
biomassa. Em fungédo dos resultados obtidos, pode-se concluir que as melhores
condicbes para uma maior biossor¢do dos metais em estudo foram com as

biomassas inativas por um tempo de contato superior a 60 minutos.



4.4. ISOTERMAS DE BIOSSORCAO

A construcdo das isotermas de biossorcdo (Figuras 10 a 21) usando
biomassas inativas, foi feita nas seguintes concentragdes de neodimio e lantanio:
0,15; 0,175; 0,2; 0,25 e 0,3 g.L", as quais sdo da mesma ordem de grandeza das
resinas de troca-ibnica convencionais (KENTISH; STEVENS, 2001). A partir da
andlise da regresséao linear das isotermas foi possivel determinar a constante de
afinidade da biomassa pelo metal (b) e o coeficiente maximo de biossor¢ao (Qmax),
parametros importantes para comparar a eficiéncia de biossorcdo entre diferentes
microrganismos sob a mesma condicdo ambiental (KRATOCHVIL; VOLESKY,
1998).
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Figura 10. Isoterma de biossor¢cdo de neodimio do fungo A. alternata, ®m cultivado sob
agitacao e ® sem agitagao.
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Figura 11. Isoterma de biossorcéo de lantanio do fungo A. alternata, 4 cultivado sob agitagao
e ® sem agitacéo.
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Figura 12. Isoterma de biossorgao de neodimio do fungo A. terreus, B cultivado sob agitagéo
e B sem agitagao.

50
0,04
0,03 M’.—_’
0,02
40 I001 y=0,0001%+0,0219
0
30 60 90
1/Ceq
=30 L
2
(=)
E 0,06
§ 20 + 0,04
0,02 y=0,0008x +0,0252
0
10 ¢ 0 9 B8 27 36
1Ceq
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08
Ceq(g.L")

Figura 13. Isoterma de biossorcdo de lantanio do fungo A. terreus, ® cultivado sob agitacéo e
€ sem agitagéo.
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Figura 14. Isoterma de biossor¢do de neodimio do fungo A. versicolor, B cultivado sob
agitacao e ® sem agitagao.
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Figura 15. Isoterma de biossorcdo de lantanio do fungo A. versicolor, 4 cultivado sob e ¢
sem agitacao.
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Figura 16. Isoterma de biossor¢éo de neodimio do fungo Chrysosporium spp., ® cultivado sob
agitacao e ® sem agitagao.
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Figura 17. Isoterma de biossor¢éo de lantanio do fungo Chrysosporium spp., 4 cultivado sob
agitacéo e @ sem agitagao.
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Figura 18. Isoterma de biossorgao de neodimio do fungo Cladosporium sp., B cultivado sob
agitacao e ® sem agitagao.
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Figura 19. Isoterma de biossorcdo de lantanio do fungo Cladosporium sp., 4 cultivado sob
agitagdo e € sem agitacao.
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Figura 20. Isoterma de biossorgédo de neodimio do fungo Rhizopus spp., ® cultivado sob
agitacao e ® sem agitacao.

40 ¢
0,05
0,04 /
0,03
0,02 y=0,0009x +0,0214
30 +
— 1ceq
o
g 20 |
; 0,08
& 0,06
I0,04
10l 0,02 y=0,005%- 0,0034
0
0246811LH
1/Ceq
0
0 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15
Ceq(g.L")

Figura 21. Isoterma de biossor¢do de lantanio do fungo Rhizopus spp., € cultivado sob
agitacéo e @ sem agitagao.
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A partir dos dados obtidos, usando o modelo de Langmuir, foi possivel estimar
os coeficientes maximos de biossorcdo (gmax) € as constantes de afinidade da

biomassa pelos metais estudados (b) (Tabelas 7, 8, 9 e 10)

Tabela 7. Valores de coeficiente maximo de biossorcao (qmax) € constante de afinidade (b) da
biomassa inativa dos fungos cultivados sob agitagao pelo metal neodimio.

Fungo Qmax (wmol.g™) | b(Lg") r
Alternaria alternata 270 380 0,97
Aspergillus terreus 340 332 0,98
Aspergillus versicolor 319 225 0,98
Cladosporium sp. 374 73 0,97
Chrysosporium spp. 284 167 0,99
Rhizopus spp. 249 119 0,95

biomassa inativa dos fungos cultivados sem agitagao pelo metal neodimio.

Tabela 8. Valores de coeficiente maximo de biossorgao (qmax) € constante de afinidade (b) da

Fungo Qmax (pmol.g™) b(Lg") r
Alternaria alternata 263 367 0,95
Asperygillus terreus 243 269 0,98
Aspergillus versicolor 215 41 0,98
Cladosporium sp. 1380 5 0,98
Chrysosporium spp. 277 100 0,98
Rhizopus spp. 312 11 0,95

Tabela 9. Valores de coeficiente maximo de biossorgao (qmax) € constante de afinidade (b) da
biomassa inativa dos fungos cultivados sob agitagao pelo metal lantanio.

Fungo Qmax (umol.g™) | b(Lg") r
Alternaria alternata 266 588 0,98
Aspergillus terreus 324 210 0,96
Aspergillus versicolor 374 116 0,99
Cladosporium sp. 230 699 0,95
Chrysosporium spp. 453 32 0,98
Rhizopus spp. 323 25 0,97

Tabela 10. Valores de coeficiente maximo de biossor¢do (qmax) € constante de afinidade (b)
da biomassa inativa dos fungos cultivados sem agitacao pelo metal lantanio.

Fungo Qmax (umol.g™) b (L.g") r
Alternaria alternata 266 197 0,96
Aspergillus terreus 288 32 0,99
Asperqgillus versicolor 396 5 0,98
Cladosporium sp. 216 903 0,95
Chrysosporium spp. 316 77 0,97
Rhizopus spp. 1338 1 0,97




44

Comparando os coeficientes maximos de biossor¢do (gmsx) para o metal
neodimio, observou-se que o maior valor foi obtido para o fungo Cladosporium sp.,
tanto para o cultivo com e sem agitacdo, cujos valores foram respectivamente
374umol.g” e 1380umol.g”. Notou-se também que o gmax da biomassa cultivada
sem agitacdo (1380umol.g™') foi superior a outros biossorventes descritos na
literatura, como Penicillium sp. (617umo|.g'1) (PALMIERI et al., 2000) e Sargassum
sp. (286umol.g”) (OLIVEIRA, 2007).

Em relacdo ao metal lantanio, os maiores valores de gmax foram obtidos para
o fungo Chrysosporium spp. cultivado sob agitagdo (453umol.g”') e para Rhizopus
spp. cultivado sem agitacdo (1338umol.g™"). Para este metal, o do fungo Rhizopus
spp. (1338umol.g’) mostrou-se superior a outros biossorventes, como
Pseudomonas aeruginosa (397umol.g”), Bacillus cereus (33umol.g”), Bacillus
subtilis (114pmol.g”"), Escherichia coli (70umol.g™") e Rhizopus arrhizus (350umol.g™)
(ANDRES et al., 2003).

Os resultados também mostraram que os coeficientes maximos de biossorcao
variaram conforme a espécie em questdo, a condi¢cdo de cultivo e o metal utilizado.
Isto pode ser explicado pelas propriedades de cada microrganismo como a presenca
de grupos funcionais na parede celular, os quais diferem na distribuicdo de suas
cargas e, também, na area de superficie (ANDRES et al., 2000; PALMIERI et al.,
2000; FOMINA; GADD, 2002).

Para que o processo de biossorcdo possa ser utilizado para a separagao de
metais de valor agregado, como por exemplo neodimio e lantanio, a biomassa deve
apresentar uma diferenca de afinidade entre os metais estudados. Esta afinidade da
biomassa pelos metais (denominada b) representa a energia de ligacdo necessaria
para a interacao metal-biomassa.

De acordo com os resultados mostrados nas Tabelas 7, 8, 9 e 10, pode-se
notar que a afinidade das biomassas pelos metais foi diferente em relacdo a
condicdo de cultivo. Em relagdo ao metal lanténio, utilizando as biomassas
cultivadas sob agitagdo, os valores de afinidade mostraram a seguinte ordem:
Cladosporium sp. > A. alternata > A. terreus > A. versicolor > Chrysosporium spp. >
Rhizopus spp; enquanto que para as biomassas cultivadas sem agitagédo observou-
se que os valores foram Cladosporium sp. > A. alternata > Chrysosporium spp. > A.

terreus > A. versicolor > Rhizopus spp. E em relagdo ao neodimio, utilizando-se as
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biomassas cultivadas sob agitagdo, os valores foram A. alternata > A. terreus > A.
versicolor > Chrysosporium spp. > Rhizopus spp. > Cladosporium sp.; e, para as
biomassas cultivadas sem agitagdo, a ordem de afinidade foi A. alternata > A.
terreus > Chrysosporium spp. > A. versicolor > Rhizopus spp. > Cladosporium sp.
Pode-se observar que a biomassa de Cladosporium sp., cultivado sem
agitacao, apresentou uma grande diferenga nos valores de afinidade entre os
metais, sendo para lantanio o valor de 903 L.g" enquanto que para neodimio
obteve-se 5 L.g"' (Tabelas 8 e 10). Esta diferenca de afinidade da biomassa pelos
metais poderia resultar em uma rapida liberacdo de neodimio, por conta de sua
baixa afinidade por este metal, e um tempo maior para liberar lantanio, devido a alta
afinidade da biomassa por este elemento, conforme Diniz e Volesky, 2006, que
relataram que quanto maior a afinidade da biomassa pelo metal, mais dificil é

dessorvé-lo.



4.5. DESSORCAO DE NEODIMIO E LANTANIO

Para avaliar a potencialidade biotecnol6gica do processo de biossor¢ao para
a separagao de metais terras-raras € necessario determinar a quantidade de metal
dessorvido da biomassa. Para isto sdo usados acidos minerais diluidos, sais, bases
ou agentes complexantes, como o EDTA, os quais causam um enfraquecimento da
ligacdo metal-biomassa. As Figuras 22 e 23 apresentam a porcentagem dos metais
neodimio e lantanio dessorvidos da biomassa, utilizando HCI 0,1mol.L™" como agente

desorvente.
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Figura 22. Porcentagem média de dessorgdo dos metais terras-raras, ® neodimio e ®
lantanio, a partir das biomassas dos fungos cultivados sob agitacao.
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Figura 23. Porcentagem média de dessorcdo dos metais terras-raras, ® neodimio e =
lantanio, a partir das biomassas dos fungos cultivados sem agitagao.
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Os resultados apresentados nas Figuras 22 e 23, mostram que alguns fungos,
como A. alternata e A. versicolor, em ambas as condicoes de cultivo, apresentaram
praticamente a mesma porcentagem de dessor¢cdo para os metais em estudo. O
fungo A. terreus, apresentou maiores porcentagens de lantanio dessorvido em
relacdo a neodimio, sendo que esta diferenca mostra-se mais acentuada na
biomassa que foi cultivada sem agitacdo. Por outro lado, as biomassas de
Cladosporium sp. mostraram uma maior dessor¢cao de neodimio, sendo o maior
coeficiente observado para a cultura sem agitacdo. Ja o fungo Chrysosporium spp.
apresentou maior dessorcao de lantanio, quando cultivado sob agitacdo, enquanto
que para a biomassa cultivada sem agitacdo, a porcentagem de dessorcao foi
praticamente a mesma para neodimio e lantanio. O fungo Rhizopus spp. apresentou
a mesma quantidade de lantanio e neodimio dessorvidos para a biomassa obtida
sob agitagédo, e uma dessorgao de lantanio superior para a biomassa cultivada sem
agitacao.

Analisando os resultados obtidos pode-se verificar que o fungo Cladosporium
sp., cultivado sem agitacdo, apresentou uma grande diferenca nos metais
dessorvidos, sendo a porcentagem de dessor¢ao para neodimio muito superior a de
lantanio (Figura 23). Este resultado pode ser explicado pela afinidade da biomassa
pelo metal (b), pois este fungo apresentou uma maior afinidade por lantanio (Tabela
10) em relacdo a neodimio (Tabela 8). Portanto, estes dados parecem indicar que o
fungo Cladosporium sp. apresenta potencial biotecnologico para ser utilizado no
processo de biossorcao, visando a separagao dos metais terras-raras neodimio e

lantanio.



1. As cinéticas de crescimento dos fungos revelaram que o tempo necessario

para que estes atinjam a sua fase estacionaria de crescimento variou de

72 a 480 horas, entre os diferentes fungos estudados e também em

funcao da condicao de cultivo (com e sem agitacao).

2. A partir dos resultados das cinéticas de biossorgcao pode-se verificar que:

2.1,

2.2,

2.3.

24,

2.5.

A capacidade de ligagdo de neodimio e lantanio foi maior
(respectivamente 2,5 e 3,5 vezes) nas biomassas inativas
comparada as ativas, independente da condicao de cultivo.

As cinéticas de biossor¢do de neodimio e lantanio apresentaram
uma fase inicial com uma adsor¢cdo mais rapida, a qual, para os
fungos cultivados sob agitacdo, compreendeu 10 minutos para
lantdnio e 15 minutos para neodimio, enquanto que para as
biomassas cultivadas sem agitacao, os tempos foram de 20 minutos
para neodimio e 35 para lantanio.

O tempo necessario para que a biossorgcédo atingisse o equilibrio
variou de 10 a 60 minutos, para ambos os metais, independente da
condicao de cultivo.

Dependendo da condicdo de cultivo, os fungos estudados
apresentaram uma cinética de biossorgao diferente, caracterizada
por um acumulo de metais temporario seguida de uma nova
ascendéncia da capacidade de biossor¢do até atingir o equilibrio
definitivo.

As condigbes de cultivo também afetaram a capacidade de
biossorcdo dos metais em estudo pois as biomassas dos fungos
cultivadas sob agitacdo apresentaram uma maior capacidade de

ligar neodimio e lant&nio que aquelas cultivadas sem agitagéo.

Com relagéo as isotermas de biossor¢ao, os resultados mostraram que os

coeficientes maximos de biossorcao (gmax) variaram conforme o fungo em

questao, a condicdo de cultivo e o metal utilizado:

3.1.

O fungo Cladosporium sp. apresentou 0s maiores coeficientes

méaximos de biossorgdo (gmax) para neodimio, sendo o valor de
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3.2

374umol.g™" para a biomassa cultivada sob agitacdo e 1380umol.g™
para a cultivada sem agitacao.

Com o fungo Chrysosporium spp. foi obtido 0 maior gmax para o
metal lantanio, cujo valor foi de 453umol.g™ para o cultivo sob
agitacdo e, 1338umol.g’' para a biomassa de Rhizopus spp. obtida

sem agitacao.

. Para o parametro afinidade das biomassas pelos metais (b), os dados

também variaram em relacdo ao fungo e a condicdo de cultivo da

biomassa:

4.1.

4.2.

Para as biomassas cultivadas sob agitacdo, o valor da afinidade
seguiu, para lantanio, a seguinte ordem: Cladosporium sp. > A.
alternata > Chrysosporium spp. > A. terreus > A. versicolor >
Rhizopus spp. E, para neodimio, A. alternata > A. terreus > A.
versicolor > Chrysosporium spp. > Rhizopus spp. > Cladosporium
sp.

Para as biomassas cultivadas sem agitacdo observou-se que o
valor em relacdo a lanténio, foi Cladosporium sp. > A. terreus > A.
alternata > A. versicolor > Chrysosporium spp. > Rhizopus spp. E,
com relagéo a neodimio, A. alternata > A. terreus > Chrysosporium

spp. > A. versicolor > Rhizopus spp. > Cladosporium sp.

. Os resultados da dessorcao de lantanio e neodimio indicaram:

5.1.

5.2.

5.3.

A. alternata e A. versicolor, em ambas as condi¢cées de cultivo,
apresentaram praticamente a mesma porcentagem de dessorgao
para os metais em estudo.

O fungo A. terreus apresentou maiores porcentagens de lantanio
dessorvido em relacdo a neodimio, sendo que esta diferenca se
mostra mais acentuada na biomassa que foi cultivada sem
agitacao.

O fungo Chrysosporium spp. e Rhizopus spp. apresentaram uma
maior dessorcao de lantanio quando cultivado respectivamente com

e sem agitagéo.
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5.4. O fungo Cladosporium sp. apresentou uma grande diferenca com
relagdo a porcentagem dos metais dessorvidos, sendo a dessorgao
para lantédnio muito superior a de neodimio, principalmente para a
biomassa proveniente da cultura sem agitacao, o que representa

um menor custo de producéo.

Portanto os resultados obtidos neste trabalho indicam que o fungo
Cladosporium sp. apresenta potencial biotecnoldgico para a separacdao dos metais
terras-raras como neodimio e lantanio.
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Acido acético 0,1M
ACIAO ACEHICO CONCENIIATD ...ttt eee e e e e e ee e 5,7mL

Agua destilada até COMPIETAT ...........ccccvueeeeeeeeeeeeeeeee e 1000mL
Acido cloridrico 0,1M
ACidO ClOrTANCO CONCENIITATO «..eveeeeeee ettt ettt e e ee e e eeeeens 0,83mL

Agua destilada até COMPIELAT ............cocrveveeieeeeeeeeeee e, 100mL

Alaranjado de xilenol

Alaranjado de XIlENOI ........cooi i 0,19
SOIUGAO 50% €taNOI/AQUA ....ceeiiueiiieeiii e 100mL
EDTA 0,01M

EDTA oo eeeeeeeeeee oo eeeeeseee e eeeeeeeee e 3,724g
AQUA At COMPIELA .......cecveeeee e 1000mL
EDTA 0,001M

EDTA oo eeee e ee oo ee s e ee s ee e e se e neee 0,3724g
AQUA At COMPIELAT .......cooeeeee et 1000mL

Solucao salina
(03 [0] =] (o]0 [SIX=To Lo | o T 0,85¢g
Agua estéril até COMPIELAT ...........cceveveveeeeeceeee e 100mL

Tampao acetato de sédio pH 5,7

JA Yo=Y £ 1ol 0 [T Lo (o R PR 13,608g
Acido acético 0,1M até atingir pH 5,7

Agua destilada até COMPIETAT ...........ovveeeeeereeeeeeeeeeee e 1000mL
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