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RESUMO

Os metais terras raras tém adquirido grande importancia tecnoldgica e
econdmica em fungcdo da diversidade de suas aplicagbes. A biossorcao
apresenta-se como uma tecnologia alternativa para a obtencédo destes metais,
apresentando vantagens econdmicas, ecoldgicas e operacionais em
comparacao com métodos tradicionais de separacéo e concentracao de terras-
raras. Este trabalho propde a utilizacdo da biomassa melanizada e do pigmento
produzido pela linhagem MEL1 do fungo Aspergillus nidulans como potenciais
biossorventes (em sistemas livre e imobilizado) para a concentracdo de
neodimio, lantanio e cério. Com os resultados obtidos foi possivel estabelecer
as condi¢cdes Otimas de cultivo que proporcionam a maior melanizacdo da
linhagem estudada, que sao: cultivo constituido de duas etapas, sendo a pré-
cultura suplementada com 1% de AMM e incubada por 48 horas, a 37 °C, sob
agitacao constante de 200 rpm, seguida de cultura suplementada com 0,2% de
AMM, incubada por 3 dias, a 37 °C, sob agitacdo constante de 200 rpm.
Também observamos que o grau de pigmentacéo da biomassa mostrou ter um
efeito positivo na capacidade biossortiva da biomassa, porém nao apresentou
efeito na afinidade da interacdo metal-biossorvente. As condi¢des 6timas para
0s ensaios de biossorcdo das terras-raras estudadas (Nd, La e Ce) sédo: tempo
de contato (ou tempo de equilibrio) de 90 minutos; concentracdo inicial de
metal (ou concentracdo saturante) de 800 mg.L™* dosagem de biossorvente de
0,1%; temperatura de 28 °C e pH inicial da solu¢cdo monometalica igual a 5,6.
Verificamos que a biomassa melanizada apresenta maior capacidade
biossortiva do que o pigmento tipo melanina produzido pelo fungo e que
guando imobilizada em alginato de célcio, esta biomassa apresenta maior
capacidade biossortiva do que se imobilizada em PVA-SA. Os agentes
dessorventes escolhidos (HCI e EDTA) apresentaram desempenho muito
similar na recuperacdo dos metais para um mesmo biossorvente. Porém os
percentuais de dessorcdo foram maiores com HCI (0,1 mol.L™"), para os trés
metais em estudo, tanto para o biossorventes imobilizados em alginato de
célcio, como para os imobilizados em PVA-SA. Assim, este estudo mostrou que
a biomassa melanizada, produzida nas condi¢cdes otimizadas de cultivo do
fungo A. nidulans (MEL1) e imobilizada em alginato de célcio, possui grande
potencial para utilizacdo como biossorvente de terras-raras e que esses metais
podem ser recuperados em maiores porcentagens a partir do uso do agente
dessorvente HCI (0,1 mol.L™).

Palavras-chave: biossorcéo, terras-raras, sistemas imobilizados, biomassa
melanizada, pigmento, fungo.



ABSTRACT

The rare earth metals have gained great economical and technological
importance due to the diversity of its applications. The biosorption process has
been recognized as an alternative technology for obtaining these metals, with
economical, ecological and operational advantages compared to the traditional
methods of separation and concentration of rare earths. This work consists on
evaluating the use of the melanized biomass and pigment produced by MEL1
strain of the fungus Aspergillus nidulans as potential biosorbents (in free and
immobilized systems) for the concentration of neodymium, lanthanum and
cerium. The results we obtained made it possible to determine the optimized
culture conditions which can increase the fungus pigmentation, it consists of two
stages, the pre-culture supplemented with 1% of corn steep liquor and
incubated for 48 hours at 37 ° C under stirring constant 200 rpm, followed by
culture supplemented with 0.2% of corn steep liquor, incubated for 3 days at 37
° C under constant stirring of 200 rpm. The grade of pigmentation has shown a
positive effect on the biosorption capacity, but had no effect on the affinity of the
interaction metal-biosorbent. The optimum conditions of the biosorption process
were: contact time of 90 minutes; initial concentration of metal (or saturating
concentration) of 800 mg.L™; biosorbent dosage of 0.1%, temperature of 28 ° C
and an initial pH of 5,6 in the single metal solutions. We found that the
melanized biomass presents greater maximum biosorption capacity than the
pigment produced by the fungus. When immobilized in calcium alginate, this
biomass has a higher biosorption capacity compared to the PVA-SA
immobilized biomass. The evaluated desorption agents (HCI and EDTA)
showed very similar performance in the recovery of metals for the same
biosorbent. However desorption percentages were higher with HCI for the three
metals in the study, either to the PVA-SA immobilized biomass as to the
calcium alginate immobilized biomass. Thus, this study reveals that the
melanized biomass, produced under the optimized culture conditions of the
fungus A. nidulans (MEL1) and immobilized in calcium alginate pellets, has
great potential to be used as a biosorbent of rare earths and, that these
elements can be recovered, in higher percentages, through desorption
processes using HCI (0,1 mol.L™).

Key words: Biosorption, Rare earths, Immobilized systems, melanized
biomass, pigment, fungus.
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1. INTRODUCAO

1.1. Metais terras-raras

Terras-raras (TRs) € a designacdo dada ao conjunto de 17 elementos
guimicos da Tabela Periddica com numero atébmico de 57 a 71 (lantanideos),
incluindo escandio (Sc) e itrio (Y). Estes elementos foram assim denominados
devido a sua ocorréncia em forma de 6xidos (“terras”, em uma nomenclatura
arcaica); porém sabe-se que ndo sao raros, pois sua abundancia na litosfera é
relativamente alta (da ordem de 8.10° g g*') em comparacdo com alguns
metais de valor industrial como ouro e mercurio, sendo Ce, Y, Nd e La os mais
abundantes, como mostrado na Tabela 1 (ABRAO, 1994; HEDRICK, 1999).

Tabela 1. Abundancia dos terras-raras na crosta terrestre.

Elemento Abundancia (ppm) Elemento Abundéncia (ppm) Elemento Abundéncia (ppm)

Ce 60 Sm 6 Eu 1,2
Y 33 Gd 54 Ho 1,2
La 30 Yb 34 Tb 0,9
Nd 28 Dy 3 Tm 0,5
Pr 8,2 Er 2,8 Lu 0,5

Fonte: : HEDRICK, 1999.

jons trivalentes de terras raras (como Nd*}, La"™ e Ce*®) sdo
classificados como acidos duros de Pearson (espécies de alto estado de
oxigenacao, baixa eletronegatividade e tamanho pequeno) e tendem a reagir
rapidamente com espécies classificadas como bases duras de Pearson
(doadoras de elétrons, com alta eletronegatividade e baixa polarizabilidade),
como atomos de oxigénio, enxofre e fosforo encontrados nos grupos
funcionais presentes em paredes celulares (DINIZ & VOLESKY, 2005;
OLIVEIRA et al., 2011).

O estado trivalente € o mais comum e caracteristico da grande maioria

dos compostos de terras-raras, apresentando maior estabilidade



termodinamica. O estado divalente € encontrado em haletos binéarios, contudo
em solucéo e em complexos € pouco comum por ser facilmente oxidado para o
estado trivalente. Para o estado tetravalente somente cério é suficientemente
estavel em solucdo (MARTINS & ISOLANI, 2005).

As grandes semelhancas quimica e fisica entre os metais terras-raras
podem ser explicadas pela configuragcdo eletrbnica caracteristica destes
elementos. Todos 0s &atomos neutros possuem a configuracdo 6s® e uma
ocupacao variavel do subnivel 4f, com excecdo do lantanio que n&o possui
nenhum elétron f no seu estado fundamental (Tabela 2). Porém, no estado
ibnico trivalente este efeito desaparece e é observado um aumento regular na
configuracdo 4f" (onde, 1 = n < 14) (ABRAO, 1994; MARTINS & ISOLANI,
2005).

Tabela 2. Configuracao eletrbnica dos elementos terras-raras.

Elemento Configuracao eletronica*
Sc (21) [Ar] 3d14s?
Y (39) [Kr] 4d15s2
La (57) [Xe] 5d16s?
Ce (58) [Xe] 4f15d16s2
Pr (59) [Xe] 43652
Nd (60) [Xe] 4f'6s2
Pm (61) [Xe] 4f°6s2
Sm (62) [Xe] 4f°6s2
Eu (63) [Xe] 4f 652
Gd (64) [Xe] 4f'5d1652
Th (65) [Xe] 4f°6s2
Dy (66) [Xe] 4f'%6s?
Ho (67) [Xe] 4f''6s2
Er (68) [Xe] 4f*6s2
Tm (69) [Xe] 4f'°6s2
Yb (70) [Xe] 4f*6s2
Lu (71) [Xe] 4f1'501652

*Os colchetes representam a distribuigéo eletrénica do gas nobre equivalente.
Fonte: MARINS, 2011.



Um importante fendbmeno tipico destes elementos € a “contragéo
lantanidica”, que consiste na diminuicdo nos tamanhos dos atomos e ions com
0 aumento do namero atdmico. Desta forma é observada uma mudanca na
guimica dos ions lantanideos, por exemplo como consequéncia dessa
contracdo, a basicidade dos elementos decresce ao longo da série e esta
diferenca € responsavel pela separacdo dos mesmos por métodos de
fracionamento e pelas pequenas variagdes nas propriedades desses elementos
(MARTINS & ISOLANI, 2005).

As reservas minerais de terras-raras sao globalmente distribuidas, sendo
encontradas em 14 paises asiaticos, 10 africanos, 8 europeus, Australia,

Estados Unidos, Canada e Brasil (Figura 1).

Figura 1. Reservas globais de minerais de terras-raras

Fonte: CHEN, 2011.

Os minerais que contém estes elementos em quantidades superiores as
residuais podem ser divididos em trés grupos principais: oxidos, carbonatos e
fosfatos; sendo representantes destes grupos 0os minérios perovskita, monazita
e bastnasita, respectivamente (W YLLIE & DENG, 1996).

A perovskita, descoberta nos montes Urais da Russia por Gustav Rose
em 1839, é um mineral relativamente raro ocorrendo na forma de cristais

ortorrébmbicos (pseudocubicos), sendo a formula quimica basica ABO3, onde A



e B séo cétions de diferentes tamanhos como, por exemplo, 6xido de lantanio e
manganés LaMnOs.

A bastnaesita € um mineral fluorcarbonatado, rica em TRs pesadas
(itricas), sendo suas principais reservas encontradas na China e nos Estados
Unidos (SENA et al., 2004; HEDRICK, 1995REZENDE; CARDOSO, 2007).

A monazita € um mineral fosfatado de coloragcdo marrom, variando de
amarelada para avermelhada (Figura 2). A sua férmula estrutural € R-POQOy,
sendo R o grupo de terras raras, onde 96,8% constituem-se dos 6xidos dos
elementos La, Ce, Nd, Pr e Sm, sendo o restante de itérbio e lantanideos
pesados (ABRAO, 1994). As areias monaziticas s&o recorrentes como fontes
secundarias importantes na Maléasia, Sri Lanka, india, Africa do Sul, Tailandia e
também no Brasil, onde as reservas concentram-se no Estado de Minas Gerais
(REZENDE; CARDOSO, 2007).

Figura 2. Moneral monazita

Fonte: The mineral collector’'s newsletter

O interesse pelos metais terras-raras teve inicio durante a Segunda Guerra
Mundial, com o “Manhattan Project”. No entanto, o uso individual dos
elementos s6 foi possivel na década de 50, com o avanco das tecnologias
metallrgicas e de separacdo que favoreceram a reducdo dos pregos
impulsionando o crescimento da demanda (DINIZ & VOLESKY, 2005).

Os precos de terras-raras dependem de sua pureza e qualidade, variando

de acordo com a oferta e demanda, legislacdo ambiental e fatores econémicos,



dentre os quais se destacam a inflacdo e os custos de energia para 0 seu
processamento (HEDRICK, 2000).

Segundo Falconnet (1993), a colocacao inicial da China como poténcia
isolada no setor de terras-raras nos anos 80, impactou fortemente o mercado.
Além disso, a agressiva politica chinesa para a promoc¢do da industria de
terras-raras, durante a década de 90, gerou um aumento significativo na
producdo do setor no inicio dos anos 2000 (Figura 3). Em 2003, o governo
chinés anunciou que iria firmar o controle do pais sob a industria de terras-
raras e restringir suas exportacoes; desde entdo os precos das commodities
tém aumentado (CASTOR, 2008). De acordo com relatério da USGS (United
States Geological Survey), em 2005 a producdo da China atingiu 95% do
suprimento mundial de terras-raras (FIFAREK et al., 2008).

Figura 3. Producao global de 6xidos de terras-raras de 1950 a 2003 segundo a USGS
(United States Geological Survey)

Fonte: modificado de Fifarek et al., 2008.

Segundo a USGS, em 2009 havia cerca de 99 milhdes de toneladas em
reservas mundiais de terras-raras, dentre as quais a China detinha a maior
parte (36%) e o Brasil apenas 0,05%. Porém, a atual situacdo brasileira é
peculiar, pois no relatério de 2010 da USGS, quando avaliadas as reservas

com potencial para a producdo industrial, o Brasil foi colocado em primeiro



lugar com 37%, isto porque nem todas as reservas identificadas no planeta séo
exploraveis dos pontos de vista econdmico e/ou ambiental (CHEN, 2011).

Recentemente, o cenario internacional de comercializacédo das terras-raras
e de seus produtos, tornou-se bastante complexo devido a crescente demanda
destes metais nas industrias de alta tecnologia e a competicdo com empresas
chinesas que detém n&o apenas algumas das maiores reservas minerais como
também grande parte do conhecimento a cerca das tecnologias de
separacao/concentracdo das terras-raras (ELISEEVA &BUNZLI, 2011).

Com isso, a pesquisa e o0 desenvolvimento de novas ou aprimoradas
técnicas de obtencéo destes elementos adquirem maior importancia e motivam
grandes investimentos em diversos paises. Nos Estados Unidos, por exemplo,
a planta industrial de extragcéo de terras-raras em Mountain Pass, Califérnia,
desativada em 1998 devido a competicdo com os produtos chineses e
problemas ambientais, foi parcialmente reativada em 2007 pela Chevron Mining
Inc. para a producéo de commodities contendo La, Nd e Pr (CASTOR, 2008).

De maneira geral, os elementos terras-raras sao utilizados industrialmente
como componentes para vidros, materiais fluorescentes, catalisadores,
ceramicas, supercondutores, imas, baterias recarregaveis e lampadas de LED;
também podem ser encontrados em fertilizantes agricolas e ainda na
alimentacdo animal. O universo de aplicacdes dos metais terras-raras € muito
abrangente, sendo que alguns foram valorizados comercialmente em fungcéo da
sua utilizacdo em industrias de alta tecnologia, como o cério, devido a
participacdo em superligas resistentes a alta temperatura e corrosao,
conversores cataliticos automotivos, protecao e estabilizacdo de silicones; o
neodimio, por sua participacdo na liga neodimio-ferro-boro (NIB) utilizada em
imas permanentes, além da fabricacdo de lasers e vidros e, o lantanio, pela
participagdo no hibrido lantanio-niquel, amplamente utilizado em baterias
recarregaveis (ABRAO, 1994; ANDRES & GERENTE, 2011; OLIVEIRA et al.,
2011).

Uma caracteristica peculiar da aplicacdo industrial de terras-raras é a
frequente utilizagcdo de quantidades pequenas destes metais, pois em baixas

concentracbes podem ser garantidos os efeitos ou propriedades desejados,



como por exemplo, no caso da silica dopada com 35 ppm de 6xido de érbio
utilizada para a producéo de fibras ¢ticas (ELISEEVA &BUNZLI, 2011).

Embora o Brasil possua grandes reservas de terras-raras, boa parte do
material minerado ndo é devidamente aproveitada devido ao fato de estar
presente em concentracdes muito baixas, praticamente inacessiveis pelos
meétodos tradicionais de remoc¢ao de metais.

Estes métodos convencionais (Tabela 3), baseados em varias etapas de
extracdo utilizando solventes orgéanicos ou resinas de troca idnica, apresentam
limitacBes quanto a complexidade dos processos, geracdo de residuos toxicos
ao ambiente e alto custo operacional (PALMIERI et al., 2002; ANDRES et al.,
2003; TSURUTA, 2007).

Tabela 3. Métodos convencionais de remoc¢éo de metais de sistemas aquosos.

Método Vantagens LimitacBes

o (a) Dificil separacao;
L o (a) Simplicidade; i .
Precipitagdo quimica . (b) Residuos toxicos;
(b) Baixo custo. ]
(c) Pouco eficaz.

(&) Aplicavel em altas

o concentracdes de metais;
Tratamento (@) Alto indice de o L
o . (b) Sensivel & condi¢des
eletroquimico recuperacao do metal. »
especificas, como a

presenca de interferentes.

Osmose reversa disponivel para a
) das membranas;
reciclagem.
(c) Alto custo.
(a) Eficaz; (a) Sensivel a presenca de
Troca-idnica (b) Possivel recuperacao particulas;
do metal. (b) Uso de resinas de alto custo.
. (&) Uso de adsorventes (&) Nao muito eficaz para certos
Adsorcao o )
convencionais. metais.

Fonte: ZOUBOULIS et al., 2004.

Neste sentido, a biossorcdo vem despertando a atencao dos pesquisadores
para a concentracdo de metais terras-raras, por se tratar de uma tecnologia

econdmica e ecologicamente viavel, para a remocédo de metais presentes em



baixas concentragdes nas solu¢gfes aquosas (VOLESKY, 2003, GADD, 2009;
PARK et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011), tornando possivel o aproveitamento

deste conteldo néo extraivel por meio das técnicas tradicionais.

1.2. Biossorcéao

Na expressao “biossorcao”, o prefixo “bio” denota o envolvimento de um
fator biolégico que pode ser um organismo (vivo ou morto), um componente
do organismo ou um produto derivado de um organismo. J& o termo fisico-
quimico “sorcado” pode ser empregado tanto para “adsor¢cdo” como para
“absorcao”, por isso € importante diferenciar estes dois conceitos: a absor¢céo
€ a incorporacdo de uma substancia em um determinado estado em outra
substancia de diferente estado; ja a adsorcdo € a aderéncia ou ligagdo de
ions e moléculas em determinada superficie ou outra molécula (GADD,
1999).

A maioria dos solidos, incluindo a biomassa de micro-organismos,
apresenta grupos funcionais como hidroxilas e carboxilas nas suas
superficies. Os ions trivalentes de TR tendem a reagir prontamente com
atomos de oxigénio, sendo importante estabelecer possiveis diferengcas na
afinidade entre os elementos que auxiliaria a separacdo dos ions de
interesse através do processo biossortivo (CHEN, 2010; LU et al., 2010;
ZHENG & XIONG, 2011).

A biossorcdo é um processo bastante complexo devido a diversidade de
mecanismos que podem estar envolvidos, dependendo do sorbato em
guestdo, do biossorvente utilizado, dos fatores ambientais sob os quais o
processo ocorre e finalmente, da dependéncia de vias metabdlicas, no caso
da utilizag&o de organismos vivos (GADD, 1999).

Apesar da biossor¢cdo poder ser conduzida tanto com biomassa ativa como
inativada, o uso de biomassa inativada apresenta vantagens devido a
auséncia de limitagbes quanto a possivel toxicidade, auséncia de
requerimentos e nutrientes para o0 crescimento dos microrganismos
(reduzindo custos de producgéo do biossorvente) e o fato dos metais poderem
ser adsorvidos e recuperados, uma vez que sao retidos passivamente, nao



havendo participacdo em rotas metabdlicas que poderiam inviabilizar a
dessorcdo (MODAK & NATARAJAN, 1995; KAPOOR & VIRARAGHAVAN,
1997; SHENG et al., 2004).

As principais caracteristicas relacionadas ao sucesso dos processos
biossortivos s&o: baixo custo de obtencdo dos biossorventes, boa eficiéncia
de remocdo dos metais em baixas concentracdes, potencial de
regeneracdo do biossorvente, alta velocidade de sor¢cdo e dessorgcdo, além
da geracéo limitada de residuos (CRINI, 2005; KRATOCHVIL & VOLESKY,
2000; VOLESKY & NAJA, 2005).

Diversos fatores podem influenciar a biossorcdo: o tipo e a natureza da
biomassa ou do produto derivado, o pH da solucéo, a presenca de outros
anions ou cations, a temperatura durante o processo, a forma e propriedades
fisico-quimicas dos metais de interesse (GADD, 2009; GARCIA-REYES et
al., 2009; KUTAHYALI et al., 2010; CORDOVA et al., 2011; GIRI et
al., 2011; OLIVEIRA et al, 2011). Dentre estes fatores, o pH da
solucdo do sorbato é considerado um dos fatores ambientais que mais
interferem na biossorcdo pois este parametro fisico-quimico é capaz de
alterar ndo apenas as condicfes de ligacdo e dissociacdo, como também a
quimica da solugcdo em termos de favorecer reacdes de hidrdlise,
complexacao, oxido-reducdo e precipitacdo, que tornam menos disponiveis
os ions de interesse (ESPOSITO et al., 2002; FIOL et al., 2006; MACK et al.,
2007).

Muitos pesquisadores analisaram estes fatores individualmente; porém
poucos exploraram a influéncia das interacfes entre tais parametros no
processo biossortivo (FREITAS et al., 2009; CORDOVA et al, 2011). O
estudo destas interacdes € necessario para a criacdo de um modelo que
represente adequadamente a superficie de resposta da biossorcao,
investigando a influéncia de diferentes variaveis e determinando as
condi¢bes Otimas para que o processo ocorra (CORDOVA et al., 2011).

A informacao quantitativa chave da biossor¢cdo pode ser obtida a partir de
estudos de equilibrio em bateladas (VOLESKY, 2003). Nestes experimentos
sdo ensaiadas as condi¢cGes 6timas para a conducdo de uma biossorcéo
mais efetiva e podem ser usados para a pesquisa de modelos fisico-

guimicos que descrevem as interagdes metal-biomassa.
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Apesar da operacdo continua em colunas ser o modo preferencial para
ampliar o processo de biossor¢do a uma escala piloto (VOLESKY, 2003), os
sistemas em batelada serve para uma avaliacdo inicial dos fenbmenos de
biossorcao, principalmente no que diz respeito a avaliacdo preliminar dos
biossorventes e das condigdes operacionais antes da aplicacdo do processo
em sistemas continuos (GADD, 2008).

Diversos parametros calculados a partir das modelagens fisico-quimicas
dos ensaios de biossor¢céo séo utilizados no estudo do processo, dependendo
do modelo aplicado aos dados experimentais. Entretanto, o principal
parametro analisado é a chamada “capacidade biossortiva” (q), que pode ser
obtida em func&o do tempo de contato entre biossorvente e metal (por meio
das cinéticas de biossor¢do) ou, em funcdo da concentracdo final do metal
em solucdo transcorrido o tempo de equilibrio da reacdo (através das
isotermas de biossorcdo). A capacidade é calculada de acordo com a
equacéao:

7 7

Onde, “q” é a capacidade de biossorcdo (mg. g™t); “Co” é a concentracéo

7

inicial do metal (mg.L™?); “Cf” é a concentracdo final do metal no tempo de

amostragem (mg. L™Y); “V” é o volume da solucdo (L) e “m” é a massa de

biomassa utilizada no ensaio (g).

1.2.1. Fungos filamentosos como biossorventes

Uma ampla gama de materiais biologicos, provenientes de bactérias, algas,
leveduras e fungos filamentosos tém recebido atenc¢é&o para potencial uso como
biossorventes visando a separacdo e concentragcdo de metais.

Estudos tém mostrado que a utilizagdo da biomassa de fungos, em especial
os filamentosos, no processo de biossorcdo pode ser comparavel a agentes
qguimicos largamente usados para remoc¢ao de metais, como o Filtrasorb-400, e
também apresenta importantes caracteristicas como alta producdo de
biomassa, simplicidade e baixo custo do cultivo (PALMIERI et al., 2000;



11

ANDRES et al., 2003; VOLESKY, 2003; AKSU, 2005; W ANG & CHEN, 2009;
KURODA et al., 2010).

O nosso laboratdério (Laboratério de Fungos Filamentosos, do Departamento
de Bioquimica e Tecnologia Quimica no Instituto de Quimica de Araraquara -
UNESP) desenvolve pesquisas em “Biossor¢cao de metais terras-raras por
fungos filamentosos” que tém como principais objetivos a selegcdo de espécies
e subprodutos metabdlicos destes micro-organismos capazes de concentrar e
recuperar terras-raras (neodimio, lantanio e cério), bem como avaliar e
estabelecer as condi¢cdes 6timas do processo.

O primeiro trabalho desenvolvido pelo grupo (D’avoglio, 2007) teve por
objetivo a selecdo de espécies com grande capacidade de concentracédo de
metais terras-raras a partir de um conjunto de fungos filamentos coletados no
litoral paulista por Vita-Marques (2003), os quais permanecem estocados no
laboratorio. Os resultados deste trabalho indicaram que o fungo Cladosporium
sp. apresentava grande potencial biotecnoldgico para ser utilizado como
biossorvente.

Paralelamente, 0 nosso grupo estava desenvolvendo projetos de pesquisas
sobre a caracterizagdo bioquimica dos mutantes (MEL1 e MEL2) do fungo
Aspergillus nidulans superprodutores do pigmento tipo melanina e também
sobre a influéncia das condi¢cbes de cultivo deste fungo para a producédo da
biomassa melanizada. Os resultados obtidos motivaram a investigacdo do
potencial aplicacdo do pigmento e da biomassa produzida por este fungo como
biossorvente de terras-raras. As paredes celulares dos fungos sdo compostas
por lipideos e polissacarideos, frequentemente complexados com proteinas, e
também outras substancias, como pigmentos. Alguns estudos tém mostrado
gue o uso de biomassas melanizadas apresenta vantagens para o processo de
biossor¢cdo, pois este pigmento contém grupos carboxilicos, fendlicos,
hidroxilicos e aminas: potenciais sitios de ligacdo de ions metalicos (FOGARTY
& TOBIN, 1996; FOMINA, 2002; VIJAYARAGHAVAN, 2010).

Por isso, os resultados obtidos em projetos de pesquisas na caracterizagao
biogquimica e purificagcdo do pigmento tipo melanina produzidos por mutantes
do fungo Aspergillus nidulans e, no estudo da influéncia das condi¢des de



12

cultivo deste fungo para a producéo do pigmento, motivaram a investigacao do
potencial deste micro-organismo como biossorvente de terras-raras.

Neste sentido, foram desenvolvidos no nosso laboratério trabalhos com
enfoque voltado ao pigmento, suas caracteristicas estruturais e bioquimicas
(GONCALVES, 2002; GONCALVES 2008) e, estudos de otimizacdo das
condi¢des de cultivo do fungo visando a maxima producéo de pigmento, além
do estudo do efeito de diferentes subprodutos agroindustriais na
suplementacdo do meio de cultura, dentre os quais destacou-se a agua de
macerac&o de milho (AMM) (LISBOA, 2003; PRETTI, 2009).

O trabalho de Mestrado desenvolvido por Caporalin (2011) teve a
importante contribuicdo de unir pela primeira vez estas diferentes linhas de
pesquisa desenvolvidas no laboratorio, tendo avaliado o potencial da biomassa
melanizada, nas formas livre e imobilizada em alginato de calcio, do fungo
Aspergillus nidulans (MEL1) para a biossor¢éo de terras-raras.

Biossorventes utilizados na sua forma livre geralmente apresentam
tamanho reduzido de particulas, baixa densidade, pouca forca mecéanica e
pouca rigidez, podendo gerar limitagbes quanto a separacao das fases solida e
liguida do processo biossortivo, bem como possiveis deformag¢8es morfoldgicas
do material, além da impossibilidade de sua regeneracéo e reutilizacdo. Desta
forma, a imobilizac&o é vantajosa aos processos industriais continuos, devido a
possibilidade de desenvolvimento de estruturas soélidas de material
biossorvente com tamanho, forca mecanica, rigidez, porosidade adequada, e
ainda reutilizavel ao longo de ciclos de sor¢cédo e dessor¢cdo de maneira similar
as resinas de troca ibnica, solucionando o0s entraves anteriormente
mencionados (KHOO & TING, 2001; W ANG & CHEN, 2009; WANG et al.,
2010).

Diferentes suportes tém sido utilizados para a imobilizac&o de biomassa em
ensaios de biossorcdo, sendo os mais comuns: fibras, espumas, alginato,
guitosana, quitina, entre outros.

A popularidade do alginato como matriz de imobilizagcdo em varios
processos biotecnoldgicos € baseada nas propriedades do polimero em si e na
sua pouca dependéncia da temperatura (dentro de uma ampla faixa de

variacdo), na presenca de fons divalentes (como Ca®", por exemplo), os quais 0
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tornam disponiveis para o uso como matriz de imobilizacdo (DeRAMOS et al.,
1997; DRAGET et al., 2005). A sua capacidade de ligar metais fortemente é
atribuida a alta hidrofilicidade devido a presenca de um grande nimero de
grupos funcionais, a alta reatividade quimica dos grupos e a estrutura flexivel
da cadeia polimérica, de modo que o encapsulamento de biossorventes em
alginato pode aumentar o desempenho e a capacidade de adsorcdo em
sistemas de biossor¢cdo (BAYRAMOGLU et al.,, 2003; ARICA et al., 2004;
CRINI, 2005; MATA et al., 2009).

O alcool polivinilico (PVA) é um material hidrossoluvel que contém grande
guantidade de grupos hidroxilas. Esta matriz tem sido muito utilizada devido a
vantagens como: baixo custo, atoxicidade, boa durabilidade e estabilidade
guimica (KHOO &TING, 2001; WEI-CHEN et al., 2009).

O PVA é outra matriz de imobilizagcdo estudada em processos biossortivos.
Dentre as vantagens apontadas na sua utilizacdo estdo: propriedades
mecanicas que garantem melhor resisténcia, grande quantidade de grupos
hidroxilas, menor resisténcia de transferéncia e consequentemente, maior taxa
de difusdo, comparada ao alginato de célcio (TSEKOVA et al.,, 2011), baixo
custo, atoxicidade, boa durabilidade e estabilidade quimica (KHOO &TING,
2001; WEI-CHEN et al., 2009).

O interesse no uso de matrizes mistas na imobilizacdo de biossorventes é
recente. Neste enfoque, a matriz mista de PVA-SA (alcool polivinilico e alginato
de sdédio) tem sido a mais estudada. Ma et al. (2009) aperfeicoaram as
condicdes de imobilizacdo de residuos de Lentinus edodes na sorcdo de
chumbo e cadmio, atingindo taxa de remocdo de 95,4%; Saravanan et al.
(2012) estudaram a biossorcdo de niquel por pellets e biofiimes de PVA-SA,
inoculados com cultura de E. coli, indentificando maior capacidade biossortiva
dos pellets; Zain et al. (2011), investigaram modificagcdes no desenvolvimento
da matriz PVA-alginato para posterior uso em imobiliza¢oes.

Os resultados obtidos por Caporalin (2011) mostraram que com a
imobilizacdo em alginato de calcio da biomassa do fungo A. nidulans (MEL1)
houve uma reducéo de 60% e 33% da capacidade biossortiva, respectivamente

para lantanio e neodimio, comparada a biomassa na forma livre, enquanto que
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para cério, o valor das capacidades biossortivas das biomassas nas formas
livre e imobilizada, foram semelhantes.

Em relagdo a outros estudos de biossor¢éo de terras raras, Palmieri et al.
(2002), obtiveram a maxima capacidade biossortiva da biomassa inativa de
Sargassum fluitans igual a 77 mg.g* para lantanio; Diniz & Volesky (2005),
observaram a maxima capacidade biossortiva da biomassa inativa de
Sargassum polycystum igual a 145 mg.g™ para lantanio e Sert et al. (2008),
obtiveram maximas capacidades biossortivas de Platanus orientalis iguais a
28,65 mg.g’ e 32,05 mg.gl, para lantanio e cério, respectivamente.
Vijayaraghavan et al. (2010) avaliaram a biomassa da alga marrom Turbinaria
conoides como biossorvente de terras raras e observaram maxima capacidade
biossortiva de aproximadamente 155 mg.g™* para lantanio e 153 mg.g* para
cério.

Neste contexto, é de fundamental importancia avaliar a potencialidade de
novos biossorventes, na forma livre e imobilizada, para a recuperacédo e
concentracdo de elementos terras-raras visando uma possivel aplicacao

industrial.

1.3. Isotermas de biossorcao

O estudo do equilibrio entre as fases sélida e liquida é um dos ramos da
termodindmica que relata a composi¢cdo de equilibrio nas duas fases e é
representada pela concentracdo na fase estacionaria (traduzida nos processos
de biossor¢cao pela “capacidade biossortiva®) versus a concentracdo na fase
movel, que nada mais é do que a concentragao final de metal em solugcéo apos
determinado tempo de equilibrio (GODLEW SKA-ZYLKIEWICZ, 2006).

Os modelos de adsorcao e troca ibnica sdo os mais aplicados, pois seus
conceitos sao facilmente estendidos a outros mecanismos de retencdo de
metais. Os modelos de adsor¢cdo em equilibrio sélido-liquido sdo derivados de
modelos em equilibrio gas-sdlido, a partir da isoterma de Gibbs e assumindo

uma equacao de estado para a fase adsorvida (OLIVEIRA et al., 2011).
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Dentre os diversos modelos estudados, os mais aplicados em biossor¢éo
séo os de Langmuir e de Freundlich (PARK, 2010).

Os parametros “gmax (capacidade maxima biossortiva), “K.” e “b”
(constantes de afinidade) do modelo de Langmuir, “Kg” (constante de
afinidade) e “n” (nUmero de monocamadas de adsorcdo) do modelo de
Freundlich, foram calculados a partir da regresséao linear dos graficos obtidos

pelos modelos matematicos apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Modelos matematicos de isotermas e suas expressoées linearizadas.

Modelo Equacao Expresséo linearizada Gréfico
Freundlich q = Ke (Ceg)™* In (@) = In (Ke) + n™ .In(Ceq) In (q) vs. In (Ceq)
Tipo (1): Ced/d = 1/D.0max + Ceg/Umax Ced/q vs. Ceq

Langmuir G = (AmaxD-Ceal (1+D-Cea) 3,711 ™ 1/q = T/gmaeb.Coq + Limen 1/q vs. 1/Ceq

Fonte: modificado de SALARIRAD & BEHNAMFARD, 2011.

O modelo de Langmuir descreve a adsorcdo em sistemas de
monocamadas homogéneos, nos quais as energias de adsor¢do sao
iguais. Existem diferentes expressodes linearizadas para este modelo, por isso,
neste trabalho foram analisados dois dos quatro tipos encontrados na
literatura, a fim de identificar aquele que apresenta melhor ajuste aos dados
experimentais. J& o modelo de Freundlich diferencia-se do de Langmuir no que
diz respeito a energia de adsorcao envolvida no processo, isto porque também
considera sistemas de monocamada, porém heterogéneos, ou seja, Nnos
quais as energias de adsorcédo dos sitios ligantes sao diferentes (VOLESKY,
2004; SALARIRAD & BEHNAMFARD, 2011).

1.4. Dessorcao

Além da concentracdo do metal pela biomassa, ha o interesse na
recuperacdo do metal a partir da mesma. Para tanto, realiza-se o processo de
dessorcdo do metal, cujo objetivo € enfraquecer a ligacdo metal-biomassa, de
maneira que o dessorvente deve possuir uma afinidade com o metal maior que
a do biossorvente (MODAK &NATARAJAN, 1995).
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Geralmente, podem ser utilizados como dessorventes acidos minerais
diluidos, sais, bases e agentes complexantes (DINIZ; VOLESKY, 2006). No
entanto, deve-se considerar que melhor sera a dessorcdo quanto maiores
forem a capacidade de remocéo da biomassa e a concentracdo do metal no
dessorvente (GADD, 1999).

Um dos agentes dessorventes mais utilizados € o acido cloridrico (HCI)
(HOLAN et al., 1993; ALDOR et al.,, 1995; DAVIS & VOLESKY, 2000;
PALMIERI et al., 2002; DINIZ &VOLEKY, 2006). O EDTA, por sua vez, atua
como agente quelante dos metais, formando complexos de alta estabilidade
(KAPOOR & VIRARAGHAVAN, 1995).

Diniz & Volesky (2006) avaliaram a dessorcado de lantanio, eurdpio e itérbio
biossorvidos por Sargassum polycystum utilizando como agentes dessorventes
os acidos nitrico e cloridrico, EDTA, nitrato de célcio e nitrato de cloro, acidos
oxalico e diglicolico; os resultados obtidos indicaram como melhor agente
dessorvente o acido cloridrico, que atingiu 95% a 100% de recupera¢cdo dos
metais, dependendo da concentragcao do acido.

A partir da dessorcdo do metal, outro aspecto muito importante é a
capacidade de reutilizacdo do biossorvente por varios reciclos biossorcao-
dessor¢cédo, de acordo com o balango “custo-beneficio” entre a perda da
capacidade de biossorcdo durante as etapas de dessorcdo — devido a
agressdo da estrutura da biomassa — e o0 rendimento operacional de
recuperacdo do metal. As perdas no desempenho de adsor¢do durante varios
reciclos podem ter diferentes causas, desde modificagcbes na quimica e na
estrutura do biossorvente, como mudancas nas condicdes de vazdo e
transferéncia de massa (GADD, 1999; VOLESKY, 2001).

Assim, € importante avaliar varios dessorventes para que a escolha do
agente esteja baseada tanto na porcentagem de metal recuperado, como
também nos custos envolvidos no processo e nas diferentes caracteristicas
gue os residuos da operacdo podem apresentar dependo na natureza desta

substancia.
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a potencialidade do uso da

biomassa melanizada e pigmento produzidos pelo fungo Aspergillus nidulans

(MEL1), como biossorventes (na forma livre e imobilizada) para a recuperacéo

de metais terras-raras (neodimio, lantanio e cério). Para tanto foram

desenvolvidos os seguintes objetivos especificos:

(a) Otimizar as condi¢cOes de cultivo do fungo para producdo de grande
guantidade de biomassa melanizada e pigmento usando como
suplemento do meio de cultura, agua de maceracdo de milho

(subproduto industrial);

(b) Estabelecer as condicbes Otimas para a biossorcdo dos metais
(neodimio, lantanio e cério) pela biomassa melanizada e pigmento (nas
formas livre e imobilizada) em relagdo aos parametros: pH, temperatura

e concentracao do biossorvente;

(c) Padronizar o método espectrofotométrico de quantifiacdo das terras-
raras para aumentar a sensibilidade da analise, obtendo valores

menores dos limites de deteccéao;

(d) Determinar as capacidades maximas de biossor¢éo (gmax), bem como, a
afinidade dos metais pela biomassa melanizada e pelo pigmento nas
formas livre e imobilizada, além do percentual de remocéo dos terras

raras em solugéo;

(e) Verificar a porcentagem de metal recuperado apés o0s ensaios de

dessorcéo nos sistemas estudados, usando diferentes dessorventes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Solucgdes de Terras-raras

As solucdes monometalicas dos metais terras-raras utilizadas nos
experimentos (neodimio, lantanio e cério) foram preparadas a partir dos
cloretos de Nd(Ill), La(lll) e Ce(lll) (Sigma Aldrich, 99,99%) com massas

estimadas para a concentracdo igual a 800 mg. L™* de Nd*3, La** e Ce™.

3.2. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a linhagem MEL1, um
mutante do fungo Aspergillus nidulans, caracterizado pela producéo excessiva
de melanina, isolada por Pombeiro (1991) e esta estocada no Laboratério de
Fungos Filamentosos do Departamento de Bioguimica e Tecnologia do Instituto
de Quimica (UNESP).

A linhagem foi cultivada em placas de Petri contendo meio minimo, descrito
por Cove (1966), composto por: 1mL de solugcéo de sais, 0,1mL de solucdo de
elementos tracos e 1,5 g de agar para cada 100mL de meio e suplementado
com solucdo de glicose (55mmol. L™), solucdo de nitrato de sédio (70 mmol. L’
1) e solucéo de inositol (20 pug. mL™). As colénias obtidas apés o crescimento

do fungo (Figura 4) foram armazenadas a 4 °C.
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Figura 4. Crescimento da linhagem MEL1 do fungo A. nidulans, apds 5 dias de incubacgéo a

37°C, em meio minimo suplementado com glicose, nitrato de sédio e inositol.

Fonte: Proprio autor
3.3. Preparo da suspenséo de conidios

As placas de Petri contendo meio minimo, inoculadas com a linhagem
MEL1, foram incubadas a 37°C por 5 dias. Apb6s este periodo, fez-se a
raspagem dos conidios, coletados em 5 mL de solucéo salina 0,85% e, em
seguida filtrados em l1a de vidro.

O numero de conidios por mililitro € estimado por meio da contagem em
camara de Neubauer, sob microscopia Optica, e a partir dele, é calculado o
volume a ser inoculado para que a concentracao final seja de 10° conidios/mL

de meio.

3.4. Cultivo do fungo

Para obter as condi¢cfes 6timas para a maxima melanizacdo do fungo foi
realizado o cultivo em duas etapas: a pré-cultura, cujo objetivo € estimular o
crescimento do micro-organismo e, a cultura propriamente dita, na qual ocorre
a producdo do pigmento. A pré-cultura foi feita em frascos Erlenmeyers
contendo 200mL de Meio Minimo, como descrito por Cove (1966),
suplementado com glicose (55mmol. L™), nitrato de sédio (7Ommol. L™), inositol
(0,5%) e diferentes concentracdes de agua de maceracao de milho (AMM) (1%
viv, 2% viv, 4% vlv, 6% viv e 8% v/v), inoculados com 10° conidios/mL,

mantidos a 37°C, por 48 horas sob agitagdo constante. Apds este tempo, foram
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transferidas aliquotas de 40 mL da pré-cultura para frascos Erlenmeyers
contendo 200 mL do meio minimo de mesma composi¢cdo, com diferentes
concentragcbes de AMM (0% v/v; 0,1% v/v; 0,2% v/v), mantidos a 37°C por 5
dias, sob agitacdo constante.

Ao final do periodo de cultivo, a biomassa obtida foi separada do caldo de
cultivo por filtragdo a vacuo, lavada com agua destilada e seca em estufa a
55°C até peso constante. Esta biomassa, denominada inativada, foi utilizada
nos ensaios de biossorcao.

A Figura 5 apresenta um fluxograma do cultivo do micro-organismo para a

obtencéo da biomassa e do pigmento a serem testados neste trabalho.

Figura 5. Fluxograma do cultivo do fungo A. nidulans (MEL1) para a obtencéo de

biomassa e pigmento

Cultura do fungo

A. midulans (MEL1)

|

’ Caldo de Cultivo I Biomassa

—Pigmento extracelular { Biomassainativada

Pigmento
ntracelularar

Fonte:Proprio autor
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3.5. Extracdo da melanina

A extracdo do pigmento intracelular (presente na biomassa) foi feita
seguindo a metodologia de Sava et al. (2001), com adicdo de NaOH 1mol/L
seguida de autoclavagem da biomassa a 120°C (1atm) durante 20 minutos,
com posterior etapa de precipitacdo da melanina por meio da acidificacdo da
solucdo usando HCI concentrado até pH 2,0.

Esta etapa de acidificacdo foi também realizada para a obtencdo do
pigmento extracelular (presente no caldo da cultura), que somado ao pigmento
intracelular gerou o valor de “pigmento total” (P.T.). A melanina precipitada foi
lavada com agua destilada em 10 ciclos de centrifugacédo (3700 rpm, 4°C, 15
minutos) até que o teste para o ion cloreto fosse negativo e entdo foi seca a
55°C até peso constante.

Nas Figuras 6 e 7 podemos observar as etapas para a extracao do
pigmento melanina intracelular (presente na biomassa do fungo) e do

extracelular (solubilizado no caldo de cultivo).

Figura 6. Fluxograma da extracdo do pigmento intracelular presente na biomassa do fungo
A. nidulans (MEL1)

Eromassainativada

Adigdo de Solugdo
de NaOH 1mol L

Filtragao
Precipitacao do A f PRPITN
b Acidificacao (HC
pigmento dificagao (HC)
Lavagem (10 ciclos
3700rpm, 4°C, 15min)
Pigmento intracelular } Secagem 4 55°C

Fonte: préprio autor
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Figura 7. Fluxograma da extracdo do pigmento extracelular a partir do caldo de cultivo do fungo
A. nidulans (MEL1)

Caldo de Cultivo

—

Precipitagdo do |
pigmento

1 Acidificagso (HCl) i

Lavagem (10 ciclos
3700rpm, 4°C, 15min)
Pigmento extracslular <‘ Secagem a 55% ’L

Fonte: proprio autor

3.6. Cinéticas de biossorcao

As cinéticas de biossorcao foram realizadas com o objetivo de estabelecer o
tempo de equilibrio do processo biossortivo para os biossorventes estudados.

Os ensaios com os biossorventes (biomassa e pigmento) em sua forma livre
foram realizados em frascos de plastico, contendo 50mL de solucédo
monometdlica das terras-raras (800 mg. L) e concentracdo de 0,1% de
biossorvente, mantidos sob agitacdo de 250rpm na temperatura de 28 + 2°C.

Durante o experimento, foram retiradas amostras (5mL) de frascos
individualizados, preparades—como-deserito—anteriormente; para os tempos de
5, 15, 30, 60 e 90 minutos. Estas aliquotas foram filtradas para a determinagéo
da concentracdo residual de metal na fase liquida pelo método
espectrofotométrico padronizado neste trabalho (descrito no préoximo item).

Aos dados experimentais das cinéticas de biossor¢cdo foram aplicados os

modelos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordens (Tabela 5).
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Tabela 5. Equac6es nao lineares e regressdes lineares dos minimos quadrados dos modelos

cinéticos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordens.

Modelo Equacéo Expresséo linearizada

In(g -q) =In -Kt
Pseudo-primeira ordem Ot = e [1 — exp(-Ky.t) (qE qt) (CIE) 1

2
Pseudo-segunda ordem g = (qe>.Ko.t)/(1 + ge>.Ka.t) t/q=1/(K q )+#t/q =1/V +t/q ¢

Fonte: VIJAYARAGHAVAN et al., 2010.

3.7. Quantificacdo dos metais (neodimio, lantanio e cério)

As concentracgdes residuais dos terras-raras estudados foi determinada por
meio de analises espectrofotométricas, usando alaranjado de xilenol (Immol. L
1y como indicador metalocrémico em um sistema tamponado. Para aumentar a
sensibilidade desta metodologia foram testados diferentes surfactantes, na
concentracdo de 3mmol. L™ brometo de cetilpiridineo (CPB), brometo de
cetiltrimetilamonio (CTBA), Tween80® e TRITON X-100°.

ApOs a padronizacdo do método de andlise das concentracfes dos metais

neodimio, lantanio e cério foram utilizadas as seguintes condi¢cfes de ensaio:

1) Reacédo:

- 75 pL de alaranjado de xilenol 1mmol. L™;

- 125uL de CPB 3mmol. L™;

- 2765pL de tampao acetato 0,01mol. L™ - pH 5,6;
- 35uL de amostra.

2) Branco reacional:

- 75uL de alaranjado de xilenol 1mmol. L™:;

- 125uL de CPB 3mmol. L™

- 2800pL de tampao acetato 0,01mol. L™ - pH 5,6.

Apos 20 min de repouso a temperatura ambiente foram feitas as leituras de
absorbancia em 610nm para determinar as concentra¢cdes residuais de metal,

calculadas a partir dos coeficientes de absortividade obtidos das curvas
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padrdo, com os seguintes valores: 0,896 mg. L™ .cm™ para neodimio, 1,03 mg.

L™.cm™ para lantanio e 0,928 mg. L™*.cm™ para cério.

3.8. Efeito da concentracdo inicial de terras-raras no processo biossortivo

O efeito da concentracao inicial foi estudado através de experimentos de
Isotermas de Biossor¢cdo em sistemas monometdlicos para as terras-raras
estudadas, variando a concentragdo dos metais de 50 mg. L*, 100 mg. L,
150 mg. L, 200 mg. L', 250 mg. L™, 300 mg. L™, 400mg.L? 500mg.L™
700 mg. L't e 800 mg. L™, em recipientes individuais contendo solucées
preparadas com agua deionizada e pH inicial igual a 5,6. As amostras foram
coletadas apdés 90 minutos de tempo de contato com o biossorvente, filtradas
para a separacao da fracdo liquida, a qual foi diluida para a determinacéo da
concentracdo residual de metal por meio do método espectrofotométrico,

descrito anteriormente.

3.9. Efeito da temperatura no processo biossortivo

Para avaliar o efeito da temperatura foram realizados experimentos de
Isotermas de Biossor¢cdo em sistemas monometdalicos para as terras raras
estudadas, variando a concentracdo dos metais de 50 mg. L™ a 800 mg. L,
em recipientes individuais contendo solugdes preparadas com agua deionizada
e pH inicial igual a 5,6.

Os frascos foram mantidos a 28°C ou 37°C, sob agitagcdo constante de
200rpm. As amostras foram coletadas apés 90 minutos de tempo de contato
com o biossorvente, filtradas para a separagdo da fracdo liquida, a qual foi
diluida para a determinacdo da concentragcao residual de metal por meio do

meétodo espectrofotométrico, descrito anteriormente.

3.10. Efeito do pH no processo biossortivo

A avaliacdo do efeito do pH teve inicio com ensaios de biossorcao

desenvolvidos em  frascos individualizados, contendo  solugcdes
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monometdlicas na concentracdo inicial igual a 800 mg. L*, 0,1% de
biossorvente (biomassa ou pigmento), sob agitagcdo constante de 200 rpm, a
28°C, e pHs iguais a 2,0; 3,0; 4,0; 4,6; 5,0; 5,6; 6,0; 6,6; 7,0; 8,0 (ajustados
imediatamente antes do contato com o biossorvente, em cada um dos frascos
utilizados).

Em seguida, identificado o pH no qual os biossorventes apresentavam a
maior capacidade biossortiva, foram realizadas isotermas de biossor¢cao nestas
condicBes, a fim de verificar se, em termos de maxima capacidade biossortiva,
a alteracédo do pH provoca o aumento do desempenho dos biossorventes, isto
¢, se suas afinidades pelos metais em estudo e/ou se “Qmax’ S€ tornam
significativamente maiores.

As amostras foram coletadas ap6s 90 minutos de tempo de contato com o
biossorvente, filtradas para a separacao da fracdo liquida, a qual foi diluida
para a determinagcdo da concentracdo residual de metal por meio do método

espectrofotométrico, descrito anteriormente.

3.11. Imobilizacdo da biomassa melanizada em alginato de calcio, PVA e
PVA-SA

A biomassa melanizada, inativada e macerada, do fungo A. nidulans
(MEL1) foi imobilizada por encapsulamento, para a formacdo de pellets
carregados deste biossorvente. As matrizes escolhidas para a imobilizacéo
foram: o alginato de calcio, o PVA e PVA-SA e o protocolo foi adaptado de
Saravanan et al. (2012).

O fluxograma apresentado pela Figura 8 esquematiza as etapas de
obtencéo do biossorvente (biomassa melanizada) imobilizados nas diferentes

matrizes.
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Figura 8. Fluxograma do protocolo, adaptado de Saravanan et al. (2012), para a
imobilizagdo da biomassa melanizada do fungo A. nidulans (MEL1) nas matrizes:
alginato de calcio, PVA e PVA-SA

1gde Alginatode | | 029 de Alginato |1 4 4 4o pya. em
23 de sodio + 0,5 g de :

soglo, em 35 mL PVA em 35 ml de 35mL de agua

de agua destilada. églﬁa astiladh: destilada.

Banho Maria, & 100 °C,
por 20 minutos.

Adigéo de 2g de
biomassamacerada
{em temperatura ambiente) Pipetar a mistura em solugéo
5% de CaCl, sob agitagao
suave, em temperatura
ambiente.

Armazenamento
em agua milli-Q

Fonte: Proprio autor
3.12. Dessorcéao

Os ensaios de dessorcdo foram realizados na mesma propor¢ado de
biossorvente utilizada nos ensaios de biossor¢cédo (0,1%), isto é, em frascos
plasticos contendo biomassa imobilizada, proveniente dos ensaios de
biossor¢éo, e 50mL da solucéo de agente dessorvente (EDTA 0,05mol. L™ ou
HCI 0,1mol. L), mantidos a 30°C sob agitacdo de 150rpm, durante 24 horas.
Os ensaios controle foram realizados de maneira semelhante, porém sem a
adicdo de biomassa.

Diniz e Volesky (2006) verificaram que lavando (1 e 2 vezes) ou néao
lavando a biomassa com agua destilada apds a biossorcao, a porcentagem de
metal recuperado ndo € alterada. Por isso, foi utilizada a biomassa apenas
filtrada da solucéo de biossorgéo.

A concentracdo de metal dessorvida foi verificada por meio do método
espectrofotométrico padronizado neste trabalho e o coeficiente de dessorcao

(qa) foi calculado pela equagéo:
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Onde, “qq” é a capacidade de dessor¢cdo da biomassa no equilibrio, a
gual representa a quantidade de metal liberado por unidade de biomassa; “Cy” é
a concentracdo de metal apés atingir o equilibrio (g. L™); “V” é o volume da
solucéo (L) e “m” é o peso da biomassa seca (g). O valor de “qq4” € expresso em
miligrama de metal/grama de biomassa. A porcentagem de dessorcdo foi
calculada a partir do valor de “qq” em relagao a capacidade de metal adsorvido

no equilibrio (geq), considerada como 100%.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.0timizag&o do cultivo do fungo Aspergillus nidulans (MEL1)
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Na etapa de otimizacdo do cultivo do fungo Aspergillus nidulans (MEL1)

para a maxima producdo de pigmento foram analisadas diferentes

concentracbes de adgua de maceracao de milho (AMM) tanto na pré-cultura

como na cultura propriamente dita (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito da concentracdo de AMM no crescimento e producéo de pigmento pelo

fungo A. nidulans (MEL1) ap6s 7 dias de cultivo a 37°C, 200 rpm

Pré-cultura Cultura Biomassa P.l. P.T.

(% AMM) (% AMM) pH @ mg. mH®  (mg. gt © (mg. g

0 7,6 £0,87 2,7+0,52 252 1,77 43,3 +3,24

1 0,1 7,6 £ 0,96 28+04 29,1+1,78 54,0 £4,58

0,2 7,6 0,8 2,8+£0,28 46,4 £ 6,51 61,3 +6,27

0 8,3+0,04 29+0,9 12,7 £ 3,76 12,7 £ 3,76

2 0,1 8,1+ 0,06 3,2+0,55 10,0 +3,7 175+2,25
0,2 8,3 0,07 3,3+0,64 7,8+7,23 7,8+7,23

0 8,4 10,49 3,0+0,19 9,3+1,65 9,3+1,65

4 0,1 8,1+0,08 3,3+0,47 10,3+0,89 10,3+0,89
0,2 8,0+ 0,04 3,6 +0,42 7,4+261 7,4+2,61

0 7,9+0,18 4,1+0,27 6,8 + 4,53 6,8 + 4,53

6 0,1 7,9+0,52 3,9+0,98 6,9 + 6,44 6,9 + 6,44
0,2 7,8+0,33 4,2+0,34 53+5,5 53%5,5

0 7,7+0,23 4,7 +0,56 4,9 +3,53 4,9 +3,53

8 0,1 7,7+0,34 4,8+0,84 5,8+ 3,44 5,8+3,44
0,2 7,8 +£0,24 52+0,43 7,4 +£493 7,4+49

(@);(b);(c);(d) : os valores de pH apds o cultivo; biomassa seca, pigmento intracelular (P.1.)

e pigmento total (P.T.) correspondem a média + desvio padrdo de dois experimentos

independentes.

Fonte: Proprio autor

Pode-se observar que o aumento da concentracdo de AMM na pré-

cultura promoveu uma maior producéo de biomassa independentemente da
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condicdo da cultura propriamente dita. No entanto, em relagcdo a producgéo
de pigmento verificamos um comportamento inverso, ou seja, em maior
concentracdo de AMM ocorreu uma menor producéo de pigmento.

Quanto ao efeito da AMM na cultura propriamente dita, observa-se que
ndo houve um aumento de crescimento e producdo de melanina
proporcional ao aumento da concentragédo de AMM; exceto nas culturas com
1% de AMM. Nesta condicao, a suplementacao do meio de cultivo com 0,2%
de AMM promoveu um aumento de 13,5% na producdo de pigmento
comparada a condi¢cdo de 0,1% de AMM, cujo incremento na produgao de
pigmento foi de 42%, com relacdo ao tratamento sem suplementacdo de
AMM na cultura. Hamano & Kilikian (2006), também verificaram que a
producdo de pigmentos vermelhos pelo fungo Monascus ruber ndo esta
relacionado a fase de crescimento do micro-organismo e que o uso de AMM
na suplementacdo do meio de cultura aumenta em 35% a producéo dos
pigmentos.

Quanto ao pH, n&o foi observada alteragéo significativa nas diferentes
condicbes de cultivo do fungo, indicando que a suplementagcdo com
diferentes concentracdes de AMM nado promove alteracdo deste parametro e
ainda, que o mesmo nao esta relacionado a produc¢éo de pigmento.

A partir destes resultados, foi avaliada a necessidade da realizacdo da
etapa de pré-cultura e a influéncia do tempo de cultivo na producdo de
pigmento, dentro da melhor condi¢do de cultivo estabelecida no experimento
anterior (suplementacdo de 1% de AMM na etapa de pré-cultura e 0,2% de
AMM na cultura propriamente dita).

Como pode ser observado na Tabela 7 e Figura 9, a auséncia de uma
das etapas de cultivo do fungo compromete a melanizacdo da biomassa,
gue ndo ocorre ou ocorre em menor grau. Isto pode ser devido a utilizagéo
de cultura-semente (pré-cultura como inoculo da cultura propriamente dita)
gue permite a sincronizacao da fase de crescimento do micro-organismo,
proporcionando melanizacéo intensa.

Quanto ao tempo de incubacéo, verificamos que em 5 dias (sendo 2
dias de incubacdo da pré-cultura e 3 dias de incubacdo da -cultura

propriamente dita) as quantidades de pigmento intracelular e total obtidas
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sdo maiores comparadas as obtidas apés 7 dias de cultivo. Portanto,

qguando o fungo é cultivado por 2 dias com suplemento de 1% AMM na pré -

cultura e em seguida transferido para a cultura suplementada com 0,2%

AMM por 3 dias, a biomassa atinge alto grau de melanizacao.

Tabela 7. Crescimento e producdo de pigmento em diferentes condicbes de Pré-cultura e

Cultura ap6s o cultivo do fungo por 5 e 7 dias a 37°C, 200 rpm

Pré-cultura Cultura Tempo de Biomassa P.I P.T.
; = @
(% AMM) (% AMM) incubacao pH (mg. mLY) (b) (mg. g) © (mg. g (d)
(dias)
5 8,5+0,11 0,44 + 0,05 0 0
Nao realizada 0,2
7 8,7 £0,07 0,49 £ 0,04 0 0
Nao 5 7,9+0,04 4,44 + 0,06 10,8 + 3,23 10,8 + 3,23
1 realizada ; 7,9+0,14 3,89 + 0,01 16,25 + 4,16 16,25 + 4,16
02 5 8,0+£0,09 3,58 £ 0,02 50,21 £ 4,82 78,77 £5,71
1 )
7 7,9+0,33 3,54 + 0,01 40,75 + 6,25 52,82 + 6,81
(@);(b);(c);(d) : os valores de pH apds o cultivo; biomassa seca, pigmento intracelular(P.1.)

e pigmento total (P.T.) correspondem a média + desvio padrdo de dois experimentos

independentes.

Fonte: Préprio autor
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Figura 9. Aspecto do cultivo e da biomassa do fungo A. nidulans (MEL1) obtidos em

diferentes condicdes de cultivo

(&) uma unica etapa de cultura suplementada com 0,2% AMM, incubada por 5 dias; (b)
uma Unica etapa de cultura suplementada com 1% AMM, incubada por 5 dias; (c)
cultivo com pré-cultura suplementada com 1% AMM, seguida de cultura

suplementada com 0,2% AMM, incubada por 2 e 3 dias, respectivamente.

Fonte: proprio autor

Varios estudos tém mostrado que a natureza e a concentracao das fontes
de carbono e nitrogénio interferem no metabolismo do micro-organismo, em
relacdo a proliferacdo celular (trofofase) e a formacédo do produto (idiofase),
0S quais na maioria dos casos sdo fendbmenos separados e cada um tem
suas condi¢cdes favoraveis (SINHA et al., 2001, BARBOSA et al., 2004).

Assim, os resultados obtidos podem ser explicados pelo fato de que em
altas concentracdes de nutrientes o fungo prioriza o crescimento micelial
(metabolismo primario). Por outro lado, 0 metabolismo secundario que esta

relacionado a producdo de pigmento ocorre em condi¢cdes limitantes de

nutrientes.

4.2. Padronizacdo do método de quantificacéo de terras-raras

A padronizacdo do método de quantificacéo de terras-raras € uma etapa de

fundamental importancia nesta pesquisa, pois objetivou estabelecer as
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melhores condicfes de ensaio que permitissem determinar quantidades
tracos dos metais em estudo por meio de analises espectrofotométricas.

Os ions lantanideos possuem um grande namero de niveis que podem
proporcionar emissfes desde o infravermelho até o ultravioleta, sendo que
muitas ocorrem na regido visivel (ABRAO, 1994).

Para contornar o problema dos baixos coeficientes de absor¢&o dos ions
lantanideos livres, torna-se necessario complexa-los com sistemas ligantes
gue possuam altos coeficientes de absorc&o. Assim, esses ligantes absorvem
energia num primeiro momento e em seguida, transferem a energia para o
ion central, mais comumente chamado de efeito antena (MARINS, 2011).

Diferentes tipos de ligantes podem ser usados na complexagcdo com oS
ions lantanideos, dentre os varios reagentes cromogénicos usados para a
determinacdo espectrofotométrica de terras-raras, o Alaranjado de Xilenol
(XO) é uma das substancias mais recomendadas para este propoésito
(SVOBODA & CROMY, 1966; MARTINS & ISOLANI, 2005).

Vérios estudos tém mostrado que a adicdo de um surfactante pode
aumentar a sensibilidade do método para a quantificacdo de concentracoes
tracos de terras-raras.

Estas substancias, em geral, sdo detergentes catibnicos formadores de
micelas e sua interagdo com 0s reativos cromogénicos, como o alaranjado de
xilenol, acarreta um aumento da intensidade da cor do complexo ternario
formado (GARCIA & SANZ-MEDEL, 1986). Com estes efeitos, o uso de
surfactantes mostra-se vantajoso no desenvolvimento de métodos
espectrofotométricos para determinacdo de concentraces muito reduzidas
de ions metdlicos.

Foram testados os surfactantes Brometo de Cetilpiridineo (CPB), Brometo
de Cetiltrimetilamonio (CTBA), Tween 80° e TRITON X-100® para selecionar
a substancia que promova a formagcao do complexo neodimio-XO-surfactante
com maior absorcgéo.

Na Figura 10 é possivel observar as curvas de absorbancia obtidas no
intervalo de comprimento de onda de 250nm a 750nm para os diferentes

complexos formados. Verificamos que a utilizacdo do surfactante catiénico

Brometo de Cetilpiridinio (CPB) resultou em maiores valores de absorbancia
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no comprimento de onda de 610 nm. Também foram obtidos os menores
valores do limite de deteccéo para os trés metais estudados, sendo 0,08 ppm
para neodimio, 0,11 ppm para lantanio e 0,10 ppm para cério; evidenciando a

alta sensibilidade da metodologia proposta.



Figura 10. Perfil de absorcao, entre 250 nm e 750 nm, dos complexos ternarios metal-XO-
surfactante, formados na presenca dos surfactantes Tween 80° (a), TRITON X-100® (b),
CPB (c) e CTBA (d)

Fonte: préprio autor

34
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A estabilidade da reacdo também foi estudada por meio da medi¢cdo da
absorbéancia das solu¢gfes dos metais em intervalos de tempos regulares de 5
minutos na temperatura ambiente. A maxima absorbancia foi atingida aos 20
minutos, tempo estabelecido para a leitura das absorbéncias das solu¢cdes nos

ensaios posteriores.

4.3. Ensaios de biossor¢cdo utilizando biossorventes (biomassa e

pigmento) obtidos no cultivo do fungo A. nidulans (MEL1)

4.3.1. Determinac¢do do tempo de equilibrio do processo biossortivo

Primeiramente foram avaliadas as cinéticas de biossor¢éo utilizando como
biossorvente a biomassa melanizada obtida no cultivo otimizado do fungo A.
nidulans (MEL1) para a determinacdo do tempo de equilibrio do processo
biossortivo. Podemos observar na Figura 11 que o inicio do processo
biossortivo é rapido, gerando um pico de capacidade biossortiva nos primeiros
15 minutos de tempo de contato. Aos 90 minutos as capacidades biossortivas
da biomassa melanizada estdo constantes para os trés metais, indicando a
estabilidade do processo biossortivo que pode também ser interpretada como o
tempo necessario para a saturacdo dos sitios de ligacdo da biomassa
disponiveis para os ions em solucdo. Com isso, foi escolhido o tempo de 90
minutos de contato do biossorvente com a solugdo monometélica para a

avaliagdo da maxima capacidade biossortiva que poderia obtida.
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Figura 11. Cinéticas de biossorcao para Nd*3 La"® e Ce™®, com concentracao inicial igual a
800 mg. L™ (5,5 mmol. L™

:
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Tempo de Biossor¢io (min)
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Fonte: proprio autor

4.3.2. Efeito da concentragdo do biossorvente no processo hiossortivo

Definido o tempo de equilibrio a ser considerado nos proximos ensaios,
foram testadas diferentes concentragcbes de biossorvente (biomassa
melanizada livre). Na Figura 12 podemos verificar que na concentracdo de
0,1% (m/v), embora a biomassa melanizada n&o apresente o maior percentual
de remocdo, a sua capacidade biossortiva nesta concentragcdo foi muito

superior as capacidades encontradas nas concentracfes de 0,2% e 0,4% de
biossorvente.

Figura 12. Capacidades biossortivas (q) e percentuais de remocéo (R%) obtidos ap6s 90
minutos de contato do biossorvente (biomassa melanizada) com a solugdo do metal neodimio

na concentracdo de 800 mg.L™
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|0, 1% blossorvente  m0,2% biossorvente 0,4% blossorvente

Fonte: préprio autor
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Pagnanelli et al. (2000), Tangaromsuk et al. (2002), Das (2010) e Xu et al.
(2011) obtiveram resultados semelhantes ao deste trabalho, demonstrando que
0 aumento da concentracdo do biossorvente leva a diminuicdo da capacidade
biossortiva. Este fato foi atribuido ao possivel “excesso” de sitios ligantes
(gerado pelo aumento da concentracdo de biossorvente) para relativamente
baixa concentracdo dos ions de interesse presente em solugcdo. Em funcéo
dos resultados obtidos, escolhemos a concentracdo de 0,1% (m/v) de

biossorvente para os préximos ensaios.

4.3.3. Efeito da melanizacdo da biomassa obtida do cultivo do fungo A.

nidulans (MEL1) na sua capacidade biossortiva

Estabelecidas as condi¢cbes de cultivo para a obtencdo de pigmento e
biomassa melanizada em grandes quantidades, o tempo de contato para
0Ss ensaios de biossorcdo e a concentracdo de biossorvente a ser
utilizada, foram realizados o0s experimentos para a avaliacdo da capacidade
biossortiva da biomassa em diferentes graus de melanizacdo e também do
pigmento para os metais terras raras em estudo (neodimio, lantanio e cério).

Podemos observar na Tabela 8 os parametros calculados pelos modelos
cinéticos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordens. O modelo de pseudo-
primeira ordem nao foi considerado adequado para a analise das cinéticas de
biossorcdo deste trabalho, pois apresenta baixos valores de correlacdo aos
dados experimentais. Ja o modelo de pseudo-segunda ordem apresentou
6tima correlacdo (R? > 0,9) e indica que a biomassa altamente melanizada
(obtida na condicdo otimizada) apresenta a maior capacidade biossortiva no
equilibrio, seguida da biomassa parcialmente melanizada, biomassa néao

melanizada e pigmento.
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Tabela 8. Parametros dos modelos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordens para as
cinéticas de biossorcéo usando diferentes biossorventes (0,1%) e concentracao inicial de Nd +3

igual a 800 mg. L™

Biossorventes

Modelo Parametros B.A.M. B.P.M. B.N.M. PIG.
o Oeq (Mg. ™) 149,5 63,8 34,3 4.4
Pseudo-primeira
K1 (min™) 0,01 0,02 0,03 0,02
ordem
R2 0,77 0,92 0,57 0,3
Oeq (M. g™ 232,6 151,5 109,9 64,1
Pseudo-segunda | K;(g. mg*. min™) 0,0002 0,0012 0,0018 0,001
ordem Vo (mg. g™ min™) 11,5 28,1 215 25,3
R2 0,92 0,99 0,92 0,96

“B.A.M” (biomassa altamente melanizada); “B.P.M” (biomassa parcialmente melanizada);
“B.N.M” (biomassa ndo melanizada); “PIG” (pigmento melanina); “qey” (capacidade biossortiva
no equilibrio); “K;” (constante do modelo cinético de pseudo-primeira ordem), “K,” (constante
do modelo cinético de pseudo-segunda ordem), “Vy” (velocidade inicial de adsorgdo), “R*
(coeficiente de correlagao).

Fonte: proprio autor

Para confirmarmos o efeito da melanizagcdo na capacidade biossortiva e na
afinidade dos biossorventes pelo ion de neodimio, foram realizadas de
isotermas de biossorcgao.

A Figura 13 apresenta as curvas das isotermas de biossor¢cdo para o0s
diferentes biossorventes avaliados, uma vez que esta representacdo permite a
avaliagdo do desempenho de diferentes biossorventes (em termos de “Qmax’)
com relacdo a variavel independente do sistema (concentracao final). Podemos
identificar a superioridade da biomassa altamente melanizada para todas as
concentracdes testadas, pois € o biossorvente que apresenta maior capacidade
biossortiva, ou seja, € capaz de adsorver mais terras-raras tanto em baixas
como em altas concentracdes. De fato, a melanizagdo promove a melhoria no
desempenho do biossorvente, enquanto o pigmento puro é menos eficiente do

gue biomassa ndo melanizada.
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Figura 13. Isotermas de biossorcao de neodimio usando as biomassas com diferentes graus de

melanizagéo, obtidas de diferentes cultivos do fungo A. nidulans (MEL1)
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Fonte: proprio autor

As Tabelas 9 e 10 apresentam os resultados dos parametros calculados

pelos modelos matematicos de Langmuir (tipos | e 1) e Freundlich,

respectivamente. A andalise de RMSE (raiz quadrada dos erros médios ao

quadrado) que determina 0s percentuais de erro entre os valores de

q

observados empiricamente e calculados pelos modelos matematicos,

indica que o modelo de Langmuir (tipo I) se ajusta melhor aos dados

experimentais,

pois apresenta os menores valores de RMSE que os

calculados para o modelo de Langmuir (tipo Il) e Freundlich.
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Tabela 9. Pardmetros dos modelos de Langmuir (tipos | e 1), calculados para as isotermas

de biossorcédo dos biossorventes com diferentes graus de melanizacéo

Langmuir
. Tipo | Tipo Il
Biossorvente P P
R2 Omax b RMSE R2 Omax b RMSE
(mg. g™) L.g? (%) (mg. g™ L.g? (%)
B.A.M. 0,99 192 0,006 1,5 0,99 159 0,008 2,0
B.P.M. 0,99 128 0,005 1,3 0,99 118 0,006 1,8
B.N.M. 0,99 87 0,006 1,4 0,92 68 0,01 2,4
PIG. 0,99 73 0,007 1,6 0,86 57 0,015 2,6

“B.A.M” (biomassa

altamente melanizada); “B.P.M” (biomassa parcialmente melanizada);

“B.N.M” (biomassa ndo melanizada); “PIG” (pigmento melanina); “qmax’ (Maxima capacidade
biossortiva), “b” (constante de afinidade no modelo de adsorgdo de Langmuir), “RMSE” (raiz
quadrada dos erros médios ao quadrado), “R?’ (coeficiente de correlagdo).

Fonte: proprio autor

Tabela 10. Par@metros do modelo de Freundlich, calculados para as isotermas de

biossorcédo dos biossorventes com diferentes graus de melanizagédo

Freundlich
Biossorvente R? N Ke RMSE
(mg.L*".g" ") (%)
B.A.M. 0,97 2,0 6,7 6,0
B.P.M. 0,97 1,9 3,9 5,4
B.N.M. 0,97 2,2 4,1 4,9
PIG. 0,97 2,6 50 5,6

“‘B.A.M” (biomassa altamente melanizada); “B.P.M” (biomassa parcialmente melanizada);
“B.N.M” (biomassa nao melanizada); “PIG” (pigmento melanina); “n” (nUmero de monocamadas
adsorvidas no modelo de adsor¢cao de Freundlich); “K¢” (constante de afinidade no modelo de
adsorcao de Freundlich), “RMSE” (raiz quadrada dos erros médios ao quadrado), “R?
(coeficiente de correlacéo).

Fonte: proprio autor

Os resultados expostos na Tabela 9, calculados pelo modelo de
Langmuir (tipo 1) confirmaram a tendéncia observada nas cinéticas de

biossor¢éo, sendo o maior “qmax’ Observado para a biomassa altamente
melanizada (192 mg. g?), seguida da biomassa parcialmente melanizada
(128 mg. g}), da biomassa ndo melanizada (87 mg. g) e do pigmento (73

mg. g1), ap6s 90 minutos de biossorgéo.
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A afinidade do biossorvente pelo metal de interesse € representada no
modelo de Langmuir pela constante “b”, relacionada com a energia de
adsor¢cdo da equacdo de Arrhenius. Quanto maior o valor de “b” maior a
afinidade do sorvente pelo sorbato (VOLESKY, 2004). Com os calculos
realizados pelo mesmo modelo (Tabela 9) podemos afirmar que,
diferentemente do que ocorre com a capacidade biossortiva, o grau de
melanizacdo n&o provoca alteragbes na afinidade (“b”), pois os valores
encontrados sdo muito préximos e aproximadamente iguais a 0,01 L.g™ para

todos os biossorventes analisados (Figura 14).

Figura 14. O efeito da melanizacdo na capacidade biossortiva e afinidade dos

biossorventes pelo ion de neodimio
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Fonte: proprio autor

Estes resultados indicam que a capacidade biossortiva da biomassa
do fungo A. nidulans (MEL1) esta correlacionada com o grau de
melanizacdo, devido a sua pigmentagcdo contribuir para o incremento desta
capacidade. Isto pode ser explicado pela presenca de grupos funcionais
no pigmento que em associacdo com alguns grupos quimicos da parede
celular do fungo promovem maior disponibilidade de potenciais sitios
ligantes. BUSZMAN et al. (2006) confirmaram a alta capacidade de ligacéo
de ions de zinco e cobre por C. cladosporoides melanizado, através da
andlise por espectroscopia de EPR (Ressonancia Paramagnética Eletrénica),
relacionando esta capacidade biossortiva com a distribuicdo homogénea de

radicais livres na melanina presente no fungo.
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Os resultados deste trabalho confirmam aqueles obtidos anteriormente
em nosso laboratério, que mostraram que a biossor¢cdo de metais terras raras
(neodimio e lantanio) pela biomassa da linhagem MEL1 do fungo A. nidulans
também variou em funcéo do estagio de crescimento do fungo, sendo que a
biomassa de 72 horas apresentou um aumento significativo na capacidade de
biossor¢cdo (em torno de 75%) comparado com a biomassa de 48 horas. A
explicacdo para este resultado foi que a producédo de pigmento melanina
ocorre em funcdo do tempo de cultivo, ou seja, a biomassa de 48 horas
apresenta-se pouco pigmentada enquanto aquela de 72 horas torna-se
escura em funcdo da alta producdo de pigmento (CAVALLIERI et al., 2007
CAPORALIN et al., 2011).

Quanto ao efeito da pigmentacdo na capacidade biossortiva, outros
estudos como o de Siegel et al. (1986) relataram que a biomassa melanizada
do fungo Cladosporium cladosporoides biossorveu de 2,5 a 4 vezes mais Ni,
Cu, Zn, Cd, e Pb que o fungo nédo pigmentado Penicillium digitatum. Devido
as possiveis diferengas existentes entre os dois géneros de fungos, estes
autores estudaram a cultura de C. cladosporoides em diferentes tempos de
crescimento e verificaram que uma cultura jovem (crescida por dois dias) n&o
esta pigmentada e apresenta apenas 34% da taxa de adsorcdo de Cd
observada para a biomassa melanizada, obtida apdés quatro dias de
crescimento (SIEGEL et al., 1990).

Os resultados dos experimentos com os biossorventes livres (biomassa e
pigmento) confirmaram o grande potencial da biomassa altamente
melanizada do fungo A. nidulans (MEL1) para a biossorcdo de terras-raras,

em comparagdo com o pigmento tipo melanina.

4.3.4. Efeito da concentragao inicial de metal no processo biossortivo

A partir destes resultados, foi avaliado o efeito da concentragéo inicial de
metal na biossor¢cdo para estabelecer a concentragdo a ser utilizada nos
ensaios seguintes. Este € um parametro importante para o estudo da
biossor¢cdo, pois a concentracdo inicial do ion metélico fornece uma

importante forga para superar a resisténcia da transferéncia de massa entre
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as fases liquida e sdlida do sistema no qual ocorre a biossorcdo, de forma
gue maiores concentracdes podem proporcionar 0 aumento da capacidade
biossortiva (QING, 2010; LALHRUAITLUANGA et al., 2010). No entanto,
em concentracdes excessivamente elevadas, pode haver a competicao entre
ions pelos sitios ligantes ou ainda a formacéo de aglomerados (precipitados),
provocando a queda da capacidade biossortiva com o0 aumento da
concentracdo (SERT et al., 2008; KUTAHYALI et al., 2010; XU et al.,
2011).

A Figura 15 apresenta os resultados obtidos das isotermas de biossor¢éo
realizadas para avaliar o efeito da concentracéo inicial de Nd*3, La*® e Ce*®

No processo biossortivo.

Figura 15. Capacidades biossortivas da biomassa melanizada apés 90 minutos de contato
com diferentes concentragdes de Nd*®, La™ e Ce*® em solucéo

EmNd mLa Ce

Fonte: proprio autor

Podemos observar que o aumento das concentracdes iniciais testadas
provoca o aumento da capacidade biossortiva observada para todos os ions
metalicos em estudo, sendo que na concentragdo de aproximadamente 800
mg.L* (0,8 g.L™") as capacidades biossortivas permanecem constantes,
indicando ser esta a concentracao ibnica saturante. Kitahyali et al. (2012),
Xu et al. (2011), Qing (2010), Sert et al. (2008) e Texier et al. (2002)
também observaram este fendmeno no estudo da biossorcdo de terras-

raras.
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4.3.5. Efeito da temperatura no processo biossortivo

Estabelecidas as condi¢des iniciais para os ensaios de biossorcdo
(concentragdo inicial de metal, tempo de equilibrio e concentracdo de
biossorvente), iniciamos a fase de avaliacdo do efeito dos parametros
temperatura e pH no desempenho dos biossorventes estudados neste
trabalho.

Nas Figuras 16 e 17 observamos as isotermas de biossorcao realizadas
nas temperaturas de 28°C e 37°C, respectivamente, representadas pelos
pontos experimentais.

Figura 16. Pontos experimentais de capacidade biossortiva (q) nas isotermas de
biossorcdo a 28°C para Nd*?, La™ e Ce™, usando como biossorvente a
biomassa melanizada

Fonte: préprio autor
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Figura 17. Pontos experimentais de capacidade biossortiva (q) nas isotermas de
biossor¢do a 37°C para Nd*®, La™ e Ce*®, usando como biossorvente a

biomassa melanizada

Fonte: préprio autor

A partir dos dados experimentais destas isotermas, foram calculados os
parametros dos modelos matematicos de Langmuir (tipo 1) e Freundlich,
sumarizados na Tabela 11.
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Tabela 11. Pardmetros dos modelos de Langmuir (tipo 1) e Freundlich, calculados a partir dos
dados experimentais das isotermas de biossorcéo de Nd+3, La™ e Ce+3, realizadas a 28°C e

37°C

Langmuir (tipo I) Freundlich
28C | o, Omax B RMSE |, ke | RWSE
(mg.g™) (L. mg?) (%) (mg. L. g" ™) (%)
Nd 0,99 192,0 0,006 5,0 0,97 6,7 2,0 6,0
La 0,99 120,5 0,008 3,0 0,95 5,6 2,1 6,0
Ce 0,99 119,0 0,006 2,0 0,96 45 2,1 2,0
Langmuir (tipo I) Freundlich
sre o, Omax b RMSE |, Ke . | RMSE
(mg.g™) (L. mg™) (%) (mg. L. g" ™) (%)
Nd 0,99 144,9 0,007 4,0 0,9 5,0 1,9 10,0
La 0,99 149,3 0,007 2,0 0,95 5,6 2,0 7,0
Ce 0,99 147,1 0,005 3,0 0,97 4,3 1,9 6,0

“Omax (Maxima capacidade biossortiva), “b” (constante de afinidade no modelo de adsorcéo
de Langmuir), “n” (ndmero de monocamadas adsorvidas no modelo de adsorcao de
Freundlich); “K¢” (constante de afinidade no modelo de adsorgéo de Freundlich), “RMSE” (raiz
quadrada dos erros médios ao quadrado), “R?’ (coeficiente de correlagdo).

Fonte: proprio autor

Primeiramente, podemos destacar que o modelo de Langmuir (tipo 1)
continua apresentando melhor ajuste aos dados experimentais e, portanto,
deve descrever melhor o processo biossortivo em estudo.

Observando os dados deste modelo, verificamos que a 28°C a biomassa
melanizada livre apresenta maior afinidade (“b”) pelo ion La*®, seguido de
Nd** e Ce*. Por outro lado, com o aumento da temperatura do ensaio para
37°C as afinidades pelos fons Nd** e La*® passam a ser iguais e maiores do
que pelo fon Ce**. No entanto, mesmo com essa alteracdo de ordem, os
valores de afinidade ainda sdo muito proximos para a variagdo da
temperatura possa ser uma alternativa de controle das condicdes de ensaio
para a separacado destes ions, supondo uma solu¢cdo monometalica.

Quanto ao efeito da temperatura na capacidade biossortiva da biomassa
melanizada, podemos verificar que a 28°C o maior valor foi obtido para
neodimio (192mg. g™); ja para lantanio e cério, os valores s&o praticamente
iguais (120,5mg. g* e 119mg. g?). Apesar da capacidade biossortiva
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aumentar um pouco nos ensaios realizados a 37°C para estes dois metais, a
temperatura de 28°C apresenta vantagens econdmica e operacional de ser
dispensado um aparato que mantenha em temperatura elevada uma coluna
de leito fixo para futuros estudos dos mecanismos envolvidos na
biossorcdo ou para a ampliacdo de escala de um projeto. Por isso,
levando em conta os resultados obtidos neste trabalho, serd mantida a

temperatura de 28°C para os demais ensaios de biossor¢éo.

4.3.6. Efeito do pH no processo biossortivo

A Figura 18 apresenta as curvas obtidas dos ensaios de biossor¢éo
utilizando biomassa melanizada, para os trés metais em estudo. Como
podemos observar, quanto mais acido o pH inicial da solugdo monometalica,
maior a capacidade biossortiva (“q”) observada, para a biomassa melanizada
livre.

Figura 18. Perfil de biossorcdo para os metais Nd**, La™ e Ce*?, utilizando a biomassa
melanizada livre como biossorvente, em diferentes pHs iniciais
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Supondo que o processo de biossorcdo envolva mecanismos de troca
ibnica na ligagcdo entre sorbato e biossorvente, os dados experimentais
mostraram um comportamento esperado para faixa de pH estudada (de 2,0 a
8,0). Nas solugbes com pH inicial mais acido, os grupos ligantes da
superficie do biossorvente sdo protonados e com isso, a troca ibnica pelo
céation de terra-rara é facilitada. Consequentemente, com o aumento de pH
inicial observamos perfis decrescentes das curvas de biossorgao.

Esta queda dos valores de capacidade de biossorcdo acentua-se quando o
pH passa da faixa de neutralidade em direcdo a basicidade. No estudo de
terras-raras € importante considerar que em pH acima de 6,0, pode iniciar a
formacdo de aglomerados ou complexos de terras-raras, que tendem a
precipitacdo quanto mais basica a solugao (VIJAYARAGAVAN et al., 2010).

Para verificar este fendmeno e associa-lo aos resultados encontrados,
mantivemos a amostragem dos frascos contendo as solu¢fes monometélicas
de terras-raras, imediatamente ap6s o ajuste do pH inicial e antes da adi¢céo
do biossorvente ao sistema. Assim, foi possivel confirmar por meio deste
monitoramento das concentragcdes iniciais experimentais que, de fato, as
concentracdes iniciais amostradas sao inferiores as teoéricas a partir do pH
inicial igual a 6,6 (Figura 19).

Figura 19. Determinacdo das concentracfes iniciais de terras-raras nas solugbes
monometalicas a serem utilizadas em ensaios de biossor¢do, apés o ajuste do pH inicial
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Dando continuidade ao estudo, foram avaliadas as maximas capacidades
biossortivas da biomassa melanizada livre variando as concentragdes iniciais
de terras-raras e fixando o pH inicial em 2,0 por ter sido este o valor de pH
para o qual a maior capacidade biossortiva foi encontrada nos experimentos
anteriores (Figura 18). A Tabela 12 mostra os resultados obtidos desta
isoterma comparados com os resultados da isoterma de biossorcéo feita da
mesma maneira, porém com pH inicial ajustado em 5,6, valor pertencente a
faixa de pH tida como 6tima na literatura para a biossor¢cdo de terras-raras

(GADD, 1999; VOLESKY, 2003; VIJAYARAGAVAN et al., 2010).

Tabela 12. Parametros dos modelos de Langmuir (tipo I) e Freundlich, calculados a partir dos
dados experimentais das isotermas de biossorcdo para Nd*?, La™ e Ce™®, realizadas em pH
2,0 e 5,6, utilizando como biossorvente a biomassa melanizada livre

Langmuir (tipo I) Freundlich
pH20 T, Omax b RMSE Re Ke . | RMSE
(mg.g™) L9 (%) (mg. L. g" ™) (%)
Nd 0,99 182,0 0,002 2,0 0,97 1,3 1,4 6,0
La 0,99 151,5 0,004 1,0 0,98 2,0 1,6 2,0
Ce 0,99 80,0 0,004 1,0 0,98 0,1 1,7 2,0
Langmuir (tipo I) Freundlich
pH 5,6 R? Omax b RMSE R? Ke . | RMSE
(mg.g™) L9 (%) (mg. L. ") (%)
Nd 0,99 192,0 0,006 50 0,97 6,7 2,0 6,0
La 0,99 120,5 0,008 3,0 0,95 5,6 2,1 6,0
Ce 0,99 119,0 0,006 2,0 0,96 4,5 2,1 2,0

“Omax (Maxima capacidade biossortiva), “b” (constante de afinidade no modelo de adsorgéo de

Langmuir), “n” (numero de monocamadas adsorvidas no modelo de adsor¢do de Freundlich);
“Ke” (constante de afinidade no modelo de adsor¢cdo de Freundlich), “RMSE” (raiz quadrada
dos erros médios ao quadrado), “R*’ (coeficiente de correlacdo).

Fonte: proprio autor

Verificamos nos resultados que, novamente, o modelo de Langmuir (tipo 1)
apresentou melhor ajuste aos dados experimentais. A acidificacdo do pH
inicial ndo gerou aumento de “qmax’ para Nd*® e Ce*®. Enquanto que para La"®
proporcionou um acréscimo de 25,7% na maxima capacidade biossortiva.

Quanto a afinidade (“b”), observamos que em pH 2,0 ocorre a queda dos
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valores de afinidade para todos os metais em estudo, provavelmente devido
as alteragdes quimicas na estrutura do biossorvente.

Portanto, tendo em vista as maiores capacidades biossortivas da biomassa
melanizada para Nd*® e La*™, além da maior afinidade deste biossorvente
pelos trés metais em estudo, o pH 5,6 foi selecionado como 6timo para 0s

ensaios biossortivos subsequentes.
4.4. Ensaios de biossorcdo com biossorventes imobilizados

Durante o processo de obtencdo dos biossorventes imobilizados, a matriz
de PVA nao apresentou resisténcia suficiente para formar pellets no contato
com a solucdo 5% CaCL,, por isso, esta matriz foi descartada do conjunto
testado, permanecendo a matriz de alginato de célcio e a matriz mista de
PVA e alginato de sdodio (PVA-SA) .

O uso de alginato de calcio como matriz de imobilizagdo é especialmente
sensivel a variacdo de pH, ja que para a desestabilizacdo de sua estrutura
basta que a solucdo seja mais acida (abaixo do valor de pKa
aproximadamente igual a 3,5), por isso, ndo foram realizados ensaios de
isotermas de biossorcdo em pH igual a 2,0. O pH da solucdo metélica igual a
5,5, no processo de biossor¢do néo interfere na resisténcia dos pellets (como
observamos no laboratério durante os procedimentos de encapsulamento da
biomassa nas matrizes de imobilizago).

Os parametros obtidos a partir das isotermas de biossor¢éo, realizadas nas
temperaturas de 28°C e 37°C, para biomassa imobilizada em alginato de
célcio e biomassa imobilizada em PVA-SA estdo resumidos nas Tabelas 13 e

14, respectivamente.
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Tabela 13. Parametros dos modelos de Langmuir (tipo 1) e Freundlich, calculados a partir das

isotermas de biossorcdo de Nd*™°, La*® e Ce*®, realizadas nas temperaturas de 28°C e 37°C,

utilizando como biossorvente a biomassa imobilizada em alginato de calcio

Langmuir (tipo I) Freundlich
28°C
R? qmaxl bl RMSE R2 1t<F . N | RMSE
(mg.g™) Lgh (%) (mg. L. g" ™) (%)
Nd 0,98 196,0 0,003 3,0 0,98 2,9 1,6 5,0
La 0,99 169,5 0,004 2,0 0,96 3,0 1,7 6,0
Ce 0,99 163,9 0,004 2,0 0,95 2,9 1,7 5,0
Langmuir (tipo I) Freundlich
3rc 1 o, Omax b RMSE | o, Ke Ny | RMSE
(mg.g™) Lg?h (%) (mg. L. g" ™) (%)
Nd 0,99 145,0 0,004 3,0 0,97 2,8 1,7 4,0
La 0,99 123,5 0,006 2,0 0,89 3,2 1,8 8,0
Ce 0,99 74,6 0,009 2,0 0,83 4,5 2,3 5,0

“Omax (Maxima capacidade biossortiva), “b” (constante de afinidade no modelo de adsorc¢édo de

Langmuir), “n” (nimero de monocamadas adsorvidas no modelo de adsor¢do de Freundlich);

“Kg” (constante de afinidade no modelo de adsorgao de Freundlich), “RMSE” (raiz quadrada

dos erros médios ao quadrado), “R*’ (coeficiente de correlagéo).
Fonte: proprio autor
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Tabela 14. Parametros dos modelos de Langmuir (tipo 1) e Freundlich, calculados a partir das
isotermas de biossorcdo de Nd*™°, La*® e Ce*®, realizadas nas temperaturas de 28°C e 37°C,
utilizando como biossorvente a biomassa imobilizada em PVA-SA.

Langmuir (tipo I) Freundlich
28°C
R? qmax1 B 1 RMSE R? J(F » N RMSE
(mg.g™) (L. mg?) (%) (mg. L. g" ") (%)
Nd 0,98 74,0 0,003 1,0 0,93 2,8 2,1 3,0
La 0,99 74,6 0,006 5,0 0,93 2,5 2,0 7,0
Ce 0,99 73,5 0,006 1,0 0,90 2,1 1,9 4.0
Langmuir (tipo I) Freundlich
3rc 1 o, Cmax b RMSE | o, Kr N | RMSE
(mg.g™) (L. mg?) (%) (mg. L. g" ") (%)
Nd 0,99 71,0 0,005 1,0 0,95 2,4 2,0 3,0
La 0,99 70,9 0,006 5,0 0,95 2,4 2,0 3,0
Ce 0,99 69,9 0,005 1,0 0,93 1,8 1,9 2,0

“Omax (Maxima capacidade biossortiva), “b” (constante de afinidade no modelo de adsor¢éo de
Langmuir), “n” (nimero de monocamadas adsorvidas no modelo de adsor¢do de Freundlich);
“Kg” (constante de afinidade no modelo de adsorgao de Freundlich), “RMSE” (raiz quadrada
dos erros médios ao quadrado), “R*’ (coeficiente de correlagéo).

Fonte: proprio autor

Como podemos observar, novamente o modelo de Langmuir (tipo 1)
apresentou o melhor ajuste aos dados experimentais. Diferentemente do que
foi obervado com a biomassa melanizada livre, verificamos uma queda nos
valores de “gmax para a biomassa imobilizada com o aumento da temperatura
dos experimentos, e pouca variagao nos valores de afinidade.

Comparando os biossorventes livres e imobilizados entre si (Figura 20),
podemos verificar que, a 28°C, a maxima capacidade biossortiva da
biomassa imobilizada em alginato de célcio foi superior em relagcdo a
biomassa livre e também aquela imobilizada em PVA-SA para todos o0s
metais estudados: para Nd**, 2% maior do que a biomassa livre e 165%
maior do que a imobilizada em PVA-SA; para La™, 41% maior do que a
biomassa livre e 127% maior do que a imobilizada em PVA-SA e, para Ce*,
37% maior do que a biomassa livre e 123% maior do que a imobilizada em
PVA-SA. Wang & Hu (2007) compararam diferentes suportes de imobilizac&o
do fungo Aspergillus fumigatus e também verificaram o melhor desempenho
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da biomassa imobilizada em alginato de céalcio em relacdo aos resultados
obtidos para a biomassa imobilizada em PVA-SA.

O uso de biossorventes imobilizados € de extrema importancia para o
desenvolvimento e aplicacdo do processo biossortivo em grandes escalas,
pois confere tamanho apropriado, resisténcia mecanica, além de proporcionar
a recuperacdo do metal a partir da reutilizacdo do material biossorvente.
Caporalin (2011) havia verificado que a biomassa do fungo A. nidulans
(MEL1) imobilizada em alginato de célcio atingia 60% e 33% de reducdo da
capacidade biossortiva observada para a biomassa na forma livre, para
lantanio e neodimio, respectivamente, enquanto que para cério, o valor de
capacidade biossortiva das biomassas nas formas livre e imobilizada, foram
semelhantes. Os resultados de capacidade biossortiva da biomassa
melanizada do fungo A. nidulans (MEL1) imobilizada em alginato de célcio
apresentados neste trabalho merecem grande destaque porque através da
otimizacdo do cultivo do fungo (com consequente aumento da pigmentacao
da biomassa) e a modificacdo do protocolo de imobilizagdo, conseguimos
obter melhores resultados.

Figura 20. Maximas capacidades biossortivas (gmax) para os biossorventes: biomassa
melanizada imobilizada em alginato de célcio e biomassa melanizada imobilizada em
PVA-SA, em relacdo aos metais Nd*?, La™ e Ce™
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® Biomassalivie ¥ Biomassa em alginato de calcio  ® Biomassa em PVA-SA

Fonte: proprio autor

As diferencas na capacidade biossortiva entre as biomassas imobilizadas
em diferentes matrizes podem estar associadas a caracteristicas fisicas e/ou

guimicas, como por exemplo, o tamanho dos poros formados e



o4

consequentemente a maior ou menor taxa de difusdo ou, a presenca de
determinados grupos funcionais em um suportes que, somados aos ligantes
presentes na superficie do biossorvente, possam disponibilizar mais sitios de
ligacdo para os ions metdlicos. Isto revela a importancia da escolha do
suporte para a imobilizagcdo de um biossorvente.

Devido ao fato dos resultados de desempenho (em termos de “qmax’) terem
sido tdo distintos dentro das mesmas condicbes de temperatura, pH,
concentracdo inicial de metal e dosagem do biossorvente, avaliamos as
capacidades biossortivas das matrizes “puras”™ em experimentos
independentes dos anteriores. Para isso, foram realizadas isotermas de
biossorcao utilizando como biossorventes os “pellets controle” das matrizes
sem a adicdo de biomassa; estes resultados estdo representados na Figura
21.

Figura 21. Maximas capacidades biossortivas (qmax) dos “pellets controle” (matrizes puras) em
comparacao aos pellets contendo biomassa, para os suportes
alginato de calcio (a) e PVA-SA (b)
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Fonte: proprio autor

Verificamos que para Nd*3, o alginato de célcio apresenta 59% do “Qmax’ da
biomassa imobilizada nesta matriz, para La*, 42% e para Ce" 40%. J& o

PVA-SA apresentou 63% do “gmax da biomassa imobilizada neste suporte
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para Nd** e 54% para La™ e Ce™.

Assim, podemos afirmar que dentre os biossorventes estudados neste
trabalho, a biomassa melanizada do fungo A. nidulans (MEL1) imobilizada em
alginato de calcio apresenta grande potencial para utilizacdo como
biossorvente de terras-raras devido a sua superior capacidade biossortiva e as
importantes vantagens operacionais que a imobilizacdo de um biossorvente
confere ao processo de concentracdo e posterior recuperacdo dos metais de
interesse.

4.5. Dessorcao

Como ja foi mencionado anteriormente, além do interesse na concentracao
de terras-raras, existe a preocupacdao em desenvolver metodologias de
recuperacao dos metais apos 0 processo biossortivo.

Como observado na Figura 22, os percentuais de dessor¢cao foram maiores
com HCI (de 87% a 92% de recuperagdo dos metais biossorvidos) do que com
EDTA (de 81% a 89% de recuperacéo dos metais biossorvidos).

Quando foi usado o agente dessorvente HCI (0,1mol. L™) conseguimos
recuperar 92% do Nd*3, 90% do La™ e 89% do Ce** adsorvido aos pellets de
alginato de célcio contendo biomassa melanizada. Enquanto que, para 0s
pellets de biomassa imobilizada em PVA-SA, 90% do Nd*?, 87% do La™ e
87% do Ce**. Quando foi utilizado o EDTA (0,05mol. L) como agente
dessorvente, as porcentagens de recuperacdo ndo foram t&do elevadas,
resultando em 85% para Nd*3, 82% para La™ e 81% para Ce**, quando
utiizada a biomassa imobilizada em alginato de calcio. JA a biomassa
imobilizada em PVA-SA teve 89% de taxa de remocdo para Nd*3, 84% para
La*® e 83% para Ce™.

Utilizando tanto o HCI (0,1 mol. L™} como o EDTA (0,05 mol. L"), os
maiores percentuais de dessorcéo foram identificados para Nd*3, seguido de
La™® e Ce*; para ambos os biossorventes analisados (biomassa imobilizada
em alginato de célcio e biomassa imobilizada em PVA-SA). D’avoglio (2007)
utilizou HCI (0,1 mol.L™") como agente dessorvente para recuperar lantanio e
neodimio adsorvidos em biomassas de diversos fungos filamentosos e péde
concluir a partir dos seus resultados que quanto maior a afinidade do
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biossorvente pelo metal, menor a porcentagem de recuperacdo. N0OSS0S
resultados corroboram esta observacéo pois, apesar das diferencas entre os
valores de afinidades (b) ndo serem tdo distantes de um metal para outro, este
parametro apresentou valores inferiores para Nd*3, tanto para a biomassa
imobilizada em alginato de célcio, como para a imobilizada em PVA-SA. Além
disso, podemos observar que para La™ e Ce*™ as afinidades (b) foram iguais
para ambos os biossorventes imobilizados, o que se reflete nos resultados dos
ensaios de dessorcdo como porcentagens de recuperagcdo praticamente

iguais.

Figura 22. Procentagens de recuperacdo dos metais dessorvidos dos biossorventes:
biomassa imobilizada em alginato de célcio (a) e biomassa imobilizada em PVA-SA (b), apés o
processo biossortivo a partir de solucbes monometalicas e utilizando diferentes

agentes quimicos
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Fonte: préprio autor

Os resultados obtidos neste trabalho séo concordantes com a literatura.
Diniz & Volesky (2006) avaliaram diversos agentes para a dessor¢cdo de
lantanio, europio e itérbio, entre os quais o HCI (nas concentra¢des de 0,3 mol.
L*, 0,2 mol. L* e 0,1 mol. L") e 0 EDTA (0,05 mol. L") e observaram que o
HCI (0,1 mol. L") apresentou taxas de recuperacdo dos metais de 80% a 90%
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apos 24 horas de contato do biossorvente com o agente dessorvente; ja para o
EDTA foram obervadas porcentagens de recuperacdo dos metais de 85% a
90%. Texier et al. (2002) verificaram que 92% a 100% do lantanio adsorvido
na biomassa de Pseudomonas aeruginosa poderia ser recuperado com a
utilizacdo do EDTA (0,1 mol. L") como dessorvente.
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5. CONCLUSOES

A avaliacdo dos resultados deste trabalho nos permitem concluir que:

e As condicdes otimas de cultivo do fungo A. nidulans (MEL1) que
proporcionam a maior melanizacdo sao: cultivo constituido de duas
etapas, sendo a pré-cultura suplementada com 1% de AMM e incubada
por 48 horas, a 37°C, sob agitagcdo constante de 200 rpm, seguida de
cultura suplementada com 0,2% de AMM, incubada por 3 dias, a 37°C,
sob agitacao constante de 200 rpm;

e O grau de pigmentacdo (ou melanizagdo) da biomassa mostrou ter um
efeito positivo na capacidade biossortiva da biomassa, porém néo
apresentou efeito na afinidade da interacdo metal-biossorvente;

e O CPB foi o surfactante que proporcionou a formagédo de um complexo
com o maior coeficiente de absor¢cdo, no comprimento de onda de
610nm;

e Com a padronizacdo do método espectrofotométrico para a
guantificacdo de TRs obtivemos valores menores dos limites de
deteccao (0,08ppm para Nd*3, 0,11ppm para La*™® e 0,10ppm para Ce*?)
mehorando a sensibilidade do método;

e As condi¢des 6timas para os ensaios de biossor¢cdo das terras-raras
estudadas (Nd, La e Ce) séo: tempo de contato (ou tempo de equilibrio)
de 90 minutos; concentracdo inicial de metal (ou concentracao
saturante) de 5,5mol.L"t. dosagem de biossorvente de 0,1%;
temperatura de 28°C e pH inicial da solucdo monometalica igual a 5,6;

e Quanto aos biossorventes livres, verificamos que a biomassa
melanizada apresenta uma capacidade biossortiva 50% maior do que a
biomassa parcialmente melanizada, 120% maior doq ue a da biomassa
ndo melanizada e 163% maior do que a do pigmento tipo melanina
produzido pelo fungo;

e Quanto aos biossorventes imobilizados, verificamos que a biomassa
melanizada imobilizada em alginato de célcio apresenta uma
capacidade biossortiva 2% maior do que da biomassa melanizada
imobilizada em PVA-SA, para Nd**; 41% maior para La*® e 37% maior

para Ce**.
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Dentre os biossorventes estudados neste trabalho, a biomassa
melanizada imobilizada em alginato de célcio apresentou os maiores
valores de capacidade biossortiva, sendo 196 mg. g™ para Nd*3, 169,5
mg. g para La*® e 163,9 mg. g* para Ce*>;

Ambos os agentes dessorventes analisados (HCl e EDTA) sdo capazes
de recuperar os metais em porcentagens muito semelhantes para um
mesmo biossorvente; porém os percentuais de dessorcdo foram
maiores com o HCI (de 87% a 92% de recuperagcdo dos metais
biossorvidos).
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ANEXO 1

1) A solucéo de sais (100x concentrada) foi preparada segundo Cove (1966)
e apresenta a seguinte composigao:

- Solucéo de sais:

149 de fosfato de potassio monobasico (KHPO.)
6,869 de fosfato de potassio bibasico (K2HPOa4)
1g de cloreto de potassio (KCI)

1g de sulfato de magnésio

Dissolver cada sal separadamente e completar para 100ml de agua
destilada e esterilizada.

A solucdo de elementos tracos também foi descrita por Cove
(1966), sendo constituida por:

40mg de borato de sédio decahidratado (Na2B407.10 H20)
400mg de sulfato de cobre pentahidratado (CuS0Oa4.5 H20)
532mg de sulfato de ferro heptahidratado (FeSO4.7 H20)
292mg de sulfato de manganés monohidratado (MnSO4.H20)
800mg de molibdato de sédio bihidratado (NaMoO4.2 H20)
8mg de sulfato de zinco heptahidratado (ZnS0O4.7 H20)

Dissolver cada reagente separadamente e completar para 1000 ml de
agua destilada e esterilizada.



ANEXO 2
1) Curva Padrdo Neodimio
+3 TP

[Nd ] NACl | acetato AB10 MEDIA | D.P

(mg/L) | (umol/L)| (pL) (uL) T1 T2 T3
0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,093 | 0,646 35 2765 | 0,092 | 0,092 | 0,209 | 0,098 | 0,010
0,187 | 1,293 70 2730 | 0,179 | 0,189 | 0,195 | 0,188 | 0,008
0,267 | 1,847 100 2700 | 0,264 | 0,269 | 0,263 | 0,265 | 0,003
0,360 | 2,493 135 2665 | 0,349 | 0,343 | 0,349 | 0,347 | 0,003
0,453 | 3,139 170 2630 | 0,433 | 0,433 | 0,447 | 0,438 | 0,008
0,533 | 3,693 200 2600 | 0,524 | 0,513 | 0,516 | 0,518 | 0,006
0,627 | 4,340 235 2565 | 0,584 | 0,613 | 0,576 | 0,591 | 0,019
0,720 | 4,986 270 2530 | 0,669 | 0,664 | 0,684 | 0,672 | 0,010
0,800 | 5,540 300 2500 | 0,722 | 0,729 | 0,736 | 0,729 | 0,007
0,893 | 6,186 335 2465 | 0,78 | 0,795 | 0,804 | 0,793 | 0,012
0,987 | 6,833 370 2430 | 0,848 | 0,835 | 0,84 | 0,841 | 0,007
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2) Curva Padrao Lantanio

+3

TP

[La ] LaCl | pcetato AB10 MEDIA D.P
(mg/L) | (umol/L)| (uL) (uL) T1 T2 T3
0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,093 0,646 35 2765 0,086 0,089 0,108 0,094 0,012
0,187 1,293 70 2730 0,175 0,171 0,199 0,182 0,015
0,267 1,847 100 2700 0,266 0,276 0,276 0,273 0,006
0,360 2,493 135 2665 0,353 0,39 0,378 0,374 0,019
0,453 3,139 170 2630 0,468 0,481 0,478 0,476 0,007
0,533 3,693 200 2600 0,568 0,567 0,611 0,582 0,025
0,627 4,340 235 2565 0,674 0,671 0,678 0,674 0,004
0,720 4,986 270 2530 0,754 0,742 0,763 0,753 0,011
0,800 5,540 300 2500 0,796 0,825 0,828 0,816 0,018
0,893 6,186 335 2465 0,869 0,903 0,92 0,897 0,026
0,987 6,833 370 2430 0,894 0,938 0,905 0,912 0,023
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2) Curva Padréo Cério

+3 TP
[Ce ] CeCly | acetato A610 MEDIA | D.P
(mg/L) | (umol/L)| (uL) (V1) T1 T2 T3
0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,093 0,646 35 2765 0,08 0,083 | 0,093 | 0,085 | 0,007
0,187 1,293 70 2730 0,176 | 0,187 | 0,203 | 0,189 | 0,014
0,267 1,847 100 2700 0,248 | 0,268 | 0,293 | 0,270 | 0,023
0,360 2,493 135 2665 0,331 | 0,374 | 0,378 | 0,361 | 0,026
0,453 3,139 170 2630 0,436 | 0,489 | 0,471 | 0,465 | 0,027
0,533 3,693 200 2600 0,53 0,535 | 0,555 | 0,540 | 0,013
0,627 4,340 235 2565 0,604 | 0,594 0,63 0,609 | 0,019
0,720 4,986 270 2530 0,694 0,7 0,685 | 0,693 | 0,008
0,800 5,540 300 2500 0,738 | 0,773 | 0,785 | 0,765 | 0,024
0,893 6,186 335 2465 0,79 0,798 | 0,805 | 0,798 | 0,008
0,987 6,833 370 2430 0,853 | 0,859 | 0,879 | 0,864 | 0,014
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