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RESUMO

A disposicio em solos agricolas e florestais de lodos resultantes de estagdes de tratamento
de esgoto vem sendo amplamente revisada e questionada nos paises que se utilizam desta pratica.
Embora isto venha a resolver um problema sério de falta de espacgo e alto custo de destinacdo do
lodo, e ainda substituindo parcialmente as necessidades de adubagédo quimica, os problemas de
acréscimo de metais pesados aos solos através do lodo e a presenca de patégenos se constituem
hoje no principais fatores de restricido de uso. Apesar deste método de disposicdo ndo ser muito
utilizado ainda, a tendéncia € de aumento, pois houve um crescimento expressivo no numero de
Estagdes de Tratamento de Esgoto, criando uma demanda para destinacdo do lodo gerado. Com
relagdo aos niveis de metais pesados, a preocupac¢do tem sido quanto aos efeitos cumulativos
destes metais, pois a legislagdo dos paises onde a disposicao agricola do lodo ja € utilizada tende a
ficar cada vez mais rigida, baixando os limites aceitaveis pela legislagdo. Este trabalho avaliou a
eficiéncia de bio-lixiviagdo de metais pesados por bactérias do género Thiobacillus em lodos
ativados, assim como caracterizou quimica e biologicamente o lodo antes e depois do processo de
bio-lixiviagao, e trabalhou nos isolamentos de microrganismos nativos do lodo capazes de lixiviar
metais pesados. As eficiéncias de bio-lixiviagao alcangadas para os quatro elementos considerados
neste estudo foram: Cd (95%); Pb (95%); Cu (95%); Zn (50%). As propriedades fertilizantes n3o
foram afetadas pelo processo.

Palavras-chave: Thiobacillus, metais-pesados, biohidrometalurgia, biolixiviag8o, lodos aeroébios,

disposigdo agricola
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ABSTRACT

The sludge disposal in agricultural and forest soils resulting from sewage treatment plants
has been widely revised and questioned in countries that use this practice. Therefore solving a
serious lack of space and high cost destination problem and partially substituting the chemical
fertilizers necessity, the problem of heavy metals loading in soils through sludge and the presence of
pathogens are the main reasons of use restriction. in spite of this disposal method has not been
used in Brazil, the tendency is to increase, because there was an expressive growing in the number
of sewage treatment plants, creating a demand for the sludge generated. The heavy metal level
preocupation is related with cumulative effects, because the countries laws, where the agricultural
disposal of sludge was adopted, are becoming more rigid, lowering the acceptable levels. This work
evaluated the heavy metals bioleaching efficiency by Thiobacillus bacteria genera in activated
sludges and characterized biologically and chemically the sludge after and before the bioleaching
proccess and worked in native microorganisms isolation that is able to leach heavy metals. The
bioleaching efficiency reached for the 4 elements considered in this study were: Cd (95%); Pb
(95%); Cu (95%); Zn (50%). The fertilizer properties were not affected by this proccess

Keywords: Thiobacillus, heavy-metals, biohydrometallurgy, bioleaching, aerobic sludge, agricultural

disposal



1._INTRODUCAO

O tratamento biol6gico de residuos, cada vez mais utilizado como método de diminuigao da
carga poluente nos rios emitida por inddstrias e pela populagdo em geral, cria um outro problema,
que € a destinagao do lodo bioldgico originario deste tratamento. Das vérias altemativas disponiveis
incineracdo, descarte oceanico, o uso agricola como fertilizante € o mais promissor, pois ao
contrario das outras opgdes, propde o seu reaproveitamento em beneficio da agricultura.

Pratica relativamente recente a nivel nacional, mas utilizada a tempos em outros paises
(JEWEL, W.J. 1975; KORENTAJER, L. 1991), ¢ o uso de lodos biolégicos de Estacbes de
Tratamento de Esgotos (ETE's) como fertilizante agricola. A razdo disto ndo se deve exatamente a
propriedades fertilizantes excepcionais, mas sobretudo porque vem dar um destino de baixo custo &
estes lodos, que de outra maneira, dependendo da sua classificagdo de acordo com a Associagao
Brasileira de Normas Técnicas - ABNT', teriam que ser realocados para aterros sanitarios, que
normalmente contaminam lengdis freaticos e tem alto custo operacional. E principaimente neste
ponto que devemos atentar para que esta ndo seja mais uma panacéia miraculosa que venha a dar
uma solugdo a todos os segmentos da industria e de esgotos domésticos, que gerem lodos
bioldgicos.

Quando se trata da disposigdo agricola do lodo de esgoto, dois aspectos principais devem
ser levados em consideragio: sanidade e metais pesados, sendo este Gitimo, o principal fator de
restricao na utilizagao deste processo

Este trabalho se propde avaliar em carater exploratério, 0 método de biolixiviagio em lodos
biologicos, utilizando bactérias do género Thiobacillus, normalmente encontradas nos lodos, e que
possuem metabolismo adequado em pH &cido, objetivando:

a) Isolar microrganismos do lodo capazes de lixiviar metais pesados;

! ABNT - Associagdo Brasileira de Normas Técnicas . NBR 10004 - Residuos Sélidos. 63 p. 1987.
ABNT - Associagdo Brasileira de Normas Técnicas . NBR 10005 - Lixiviagdo de Residuos. 10p. 1987.
ABNT - Associagéio Brasileira de Normas Técnicas . NBR 10006 - Solubilizagéo de Residuos. 2 p. 1987.
ABNT - Associagéo Brasileira de Normas Técnicas . NBR 10007 - Amostragem de Residuos. 25 p. 1987.



b) Avaliar a eficiéncia de lixiviagdo de metais pesados por microrganismos isolados do

préprio lodo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Um marco na histéria da humanidade foi a transi¢cdo da vida ndmade para a vida fixa, € 0
fato que proporcionou isto foi 0 aprendizado das técnicas basicas de cultivo agricola, pois a partir
deste momento n3o era mais necessario mudar de local devido a escassez de alimentos. Baseado
principalmente nisto é que se fundamentaram as bases da nossa sociedade e hoje a agricultura é
de valor econdmico e estratégico em todas as nagdes do mundo.

Apbs uma série de excessos e manejos incorretos que o0s solos agricolas sofreram ao longo
do tempo, estamos aos poucos, aprendendo a maneja-los com mais sabedoria para que possa ser
utilizado permanentemente como matriz geradora de alimentos para a populagao.

A legislagdo que regulamenta a liberagdo e comercializagdo de pesticidas, fertilizantes e
substancias quimicas tem ficado mais rigida ao se constatar inimeros casos de contaminacdes em
solos resultantes do uso abusivo ou disposi¢io de residuos (MILLER & MILLER, 1991). Nenhum
pais pode considerar sua legislacdo como a ideal ou definitiva, pois esta € uma area do
conhecimento em constante evolugdo, € novos conceitos vem & tona a cada momento, e que
afetam no seu uso. O efeito sinergistico existente entre os diversos poluentes, devido a sua
dificuldade de avaliagdo, dificilmente € considerado, provocando impacto ambiental. Um bom
exemplo disto € o efeito sinergistico entre o0 cobre e o zinco em lodo aerébio (CIMINO & CARISTI,
1990), e entre 0 cadmio e zinco (ATTAR & MALI, 1982) onde se observou uma potencializagido do
efeito toxico destes metais quando estes pares de elementos se encontram disponiveis.

O aspecto da sanidade do lodo visa averiguar a n3o existéncia de fitopatégenos ou
zoopatbgenos no lodo, que venham a prejudicar a produgdo agricola, o solo , as pessoas que
tenham contato direto (trabalhadores rurais) ou indireto (consumidor final). No trabalho que vem
sendo desenvolvido pela Sanepar - Companhia de Saneamento do Parana (Curitiba - PR) de
viabilizagdo agricola do lodo biolégico, um dos aspectos mais preocupantes da sanidade é a
eliminagdo de ovos e cistos de helmintos (BARBIER et al., 1990).

A problematica de altos niveis de metais pesados no lodo € o0 aspecto mais importante a ser

levado em conta quando se visa o aproveitamento agricola, pois a contaminagdo de metais



pesados nos solos causa problemas irreversiveis, ndo existindo ainda métodos economicamente
vidveis de descontaminagdo (CALVET et al., 1990), inutilizando o mesmo para produgdo de
alimentos (BORDIGNON et al., 1987).

Os efeitos da aplicagdo prolongada de lodos com niveis de metais pesados, ainda que
abaixo dos limites permissiveis pela legislacdo, ndo eliminam o problema cumulativo destes
elementos no solo (AKHTER, 1990;. BERTHET et al., 1989; BALZER & AHRENS, 1990; CHANEY,
1989; GILLER & McGRATH, 1989; KELLER, 1989; PETRUZZELLI, 1989; REED et al., 1991), além
de se terem algumas evidéncias de que a flora microbiana adaptada a altas concentragoes de
metais no solo, tem sua capacidade de degrada¢do de compostos aromaticos sensiveimente
reduzida (DOELMAN et al., 1994; WILD et al., 1991).

Os metais adicionados ao solo através do lodo podem mudar sua espécie quimica (DUDKA
& CHLOPECKA, 1990) mas também podem persistir no solo em uma forma extraivel e disponivel &
absorgdo pelas plantas por varios anos (BERROW & BURRIDGE, 1990; AMRHEIN et al., 1994;
BARON et al.,, 1990), além de poderem também migrar para os diversos horizontes do solo
(DOWDY et al., 1991).

O efeito de acumulagéo ao longo da cadeia trofica pode ser observado tanto em ambientes
terrestres como aquaticos (BOLDRINI et al., 1987, BROWN & OVERCAMP, 1992).

Outro aspecto importante a ser considerado € a interacdo entre os diversos metais e nao
metais, que podem resultar numa potencializagdo ou diminuigo dos seus efeitos deletérios (DIVE
et al., 1989; DIVE et al., 1983; DIVE et al., 1988, SPRAGUE & RAMSAY, 1965), além da interag3o
com as substancias humicas, que acabam complexando alguns metais (DIVE et al., 1982).

Embora existam varios estudos que comprovem a eficacia do lodo biolégico no aumento da
produgéo agricola, estes consideram somente o periodo inicial de aplicacio (GILLIES et al., 1989;
GUIDI et al., 1990), e enquanto que as estudos que visam a avaliagdo a longo prazo, destacam o
cuidado com a migragdo dos metais e o0 seu acimulo no solo (GRUNEKLEE et al., 1989; HIEROLD,
1990; LANGENOHL., 1991; LEVINE et al. 1989; LIN, 1989: LINSTER & YOUNG. 1991; SMILDE,
1989; SRIKANTH & REDDY, 1991; STAHR, 1989).

GRUN & PUSCH, (1989), destacaram em seu estudo de avaliagio da aplicagio de lodos

com metais pesados ao longo de varios anos, que a principal alteragdo observada se dava nas



raizes das plantas, que apresentavam maior acumulacdo. HASSELBACH et al., (1990) e
SHRIVASTAVA & SINGH, 1989 também reforgam este dado em seus estudo onde envolveu varias

culturas, e mostrou que a cenoura, comparada com outros tubérculos, foi a que mais acumulou

metais no seu desenvolvimento.

FIGURA 1 - CORRELAQA'O ENTRE A CONCENTRAGCAO DE METAIS PESADOS NOS SOLOS, E
AS RESPECTIVAS CONCENTRAGOES NAS PLANTA (ALLOWAY, 1990)

>
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Os metais pesados também mostraram ter efeito deletério na populagdo de rizobios do solo
(HIRSCH et al., 1993), e micorrizas (KOOMEN & McGRATH, 1990; LAMBERT & WEIDENSAUL,
1991)

N3o existem até o momento tecnologias viaveis de descontaminacdo de lodos biol6gicos
quanto a metais pesados, pois dos métodos analisados até hoje, todos esbarram na limitacéo

econbmica.



Ja foram sugeridos varios métodos de solubilizagdo de metais pesados de lodos biologicos
(TYAGI et al., 1988) e dentre eles podemos citar 0s estudos de métodos de extragdo de metais
pesados através do uso de EDTA, um forte quelante, e que mostrou altas taxas de remogéo de Cd,
Pb e Cu (JENKINS et al., 19812, citados por TYAGI et al., 1988).

Apesar da boa lixiviagdo de metais alcangada com outro método (tratamento acido), fatores
como custo, dificuldades operacionais, grandes quantidades de acido (0.5 & 0.89 g de H,SO4 g"1 do
peso seco do lodo) e grande quantidade de cal necessario no final do tratamento, tem feito que as
aplicagbes praticas destes métodos nao se concretizem.

Este trabalho visa estudar o processo de biolixiviagdo de metais pesados, estudo este
iniciado por SCHONBORN & HARTMANN, (1978) e continuados em Quebec - Canada por TYAGI
et al. (1988).

Para que fosse possivel o desenvolvimento deste trabatho, foram utilizadas metodologias
estabelecidas da Quimica, Microbiologia, Biohidrometalurgia € Engenharia Sanitaria.

Visando a estruturagio do trabalho, quatro areas foram estudadas:

a) Tratamento de efluentes

b) Microbiologia de lodos

c) Biohidrometalurgia

d) Quimica dos metais pesados

Como ndo sdo areas totalmente isoladas, sempre haverdo situagdes onde esta distingéo
nao sera muito clara. Nestas situagdes estaremos na interface desta
s areas, que se interagem dinamicamente. Como imaginar o sanitarismo sem o envolvimento da
microbiologia ? Quimica e Biohidrometalurgia ? E assim por diante ?

ApoOs estas quatro primeiras segdes, correspondentes as quatro 4reas mencionadas, as que

se seguem tratardo mais especificamente destas situagdes-interface.

21 TRATAMENTO DE EFLUENTES

2.1.1 COMPOSIGAO DO LODO DE ESGOTO DOMESTICO

2 JENKINS, R.L.; BENJAMIN, J.S.; MARVIN, L.S.; RODGER, B.; LO, M.P.; HUANG, R.T. Metals removal and
recovery from municipal sludge; J. Water Pollut. Control Fed. 53(1), 25-23. 1981



A quantidade minima de agua de esgoto produzida por pessoa (per capita) € de 4 litros por
dia. Nos paises tecnologicamente mais avan¢ados, onde a oferta de eletrodomésticos a nivel
domeéstico como de processos e equipamentos a nivel industrial, faz com que esta quantidade tenha
aumentado consideravelmente. O uso de banheiras, chuveiros, maquinas de lavagem automatica,
lavadoras de louca, e unidades de disposi¢cdo de lixo produzem grandes quantidades de agua suja
diluida com baixo contetdo de soélidos, e todos necessitando tratamento antes de serem liberados
para os rios. Por exemplo, um vaso sanitario dilui pequenos volumes de residuos (< que 1 litro) para
aproximadamente 10 ou 30 litros & cada vez que é usado. O esgoto doméstico é tdo diluido que é
composto essencialmente de 99,9% de agua com um conteddo de matéria sélida seca de
aproximadamente menos que 0,1%. O tratamento convencional do esgoto visa converter os sdlidos
em suspensao e dissolvidos em um lodo manuseavel (2% de soélido secos) enquanto deixa
somente uma pequena proporcdo no efluente liquido final (0,003% de so6lidos secos).

Em uma casa, a 4gua de esgoto vem de 3 fontes principais:

- 1/3 do volume vem do banheiro (vaso sanitario e lavatorio);

- 1/3 do banho com chuveiro;

- 1/3 de outras fontes, como lavagem de louga, roupas e preparacdo de alimentos e

bebidas.

2.1.1.1 Composigao do esgoto

O esgoto € classificado como doméstico ou industrial. Doméstico quando vem
exclusivamente de residéncias, construgdes comerciais, e instituicdes como escolas e hospitais,
enquanto que o esgoto industrial vem de fabricas. Inevitavelmente, as grandes cidades tem uma
mistura destes dois tipos de esgoto, que é comumente referido como esgoto municipal, e
normalmente inciui efluentes de indastrias, como lavanderias, padarias, assim como uma variedade
de pequenas fabricas. E pouco comum para estagdes de tratamento de esgoto aceitarem esgoto de
grandes complexos industriais, tais como manufatura de produtos quimicos, cervejaria, frigorificos,
metaldrgicas ou fabricas de papel, a menos que a estagdo de tratamento esteja equipada para isso.
A pratica para autoridades dos paises europeus € que a propria empresa faga o tratamento e

disposic&o do seu esgoto com estagdes especiaimente planejadas para tal.



O esgoto é uma mistura complexa de compostos organicos e inorganicos com uma
pequena propor¢do de substancias sintetizadas pelo homem. A principal fonte de poluicdo no
esgoto sdo as excregdes humanas com pequenas contribuicdes de residuos da preparacdo da
comida, higiene pessoal, lavagem de roupas e drenagem de superficies. A natureza fisico-quimica
das aguas do esgoio municipal pode se tornar mais complexa pelo despejo de residuos industriais.

As principais analises realizadas para se avaliar a tratabilidade de um esgoto sdo: DBOs,
sOlidos em suspensdo e ambnia, pois sd30 estes os determinantes basicos, pela qual a “forga
poluente”, é avaliada.

A concentracdo de nitrogénio na agua de esgoto doméstico é diretamente relacionado a
DBOs , com aproximadamente 40% do nitrogénio total em solucio na forma de aménia. As
proteinas e a uréia originam a desaminacdo liberando amédnia & medida que a agua flui para a
estacdo de tratamento. Quanto mais tempo o esgoto permanece na rede coletora, maior é a
liberacdo de aménia. A producdo de nitrogénio per capita no Reino Unido é de 5.8 g N por dia
(PAINTER, 1958), que é essenciaimente a mesma nos EUA (BABBITT, 1947). A produgio per
capita de fésforo € de aproximadamente um terco do peso do Nitrogénio produzido -
aproximadamente 1,4 kg per capita por ano. Destes, 70% vem dos polifosfatos utilizados em
detergentes sintéticos

O esgoto s6 pode ser tratado biologicamente se concentragdes adequadas de nitrogénio e
fosforo estiverem presentes. Normalmente existe um excesso destes nutrientes no esgoto para as
necessidades bioldgicas, mas é necessdrio avaliar a tratabilidade do esgoto checando a relacio de

carbono para nitrogénio e foésforo (C:N:P). A relagcdo 6tima de C:N:P para tratamentos biol6gicos é

100:5:1 mg I'1 . A necessidade de nitrogénio pelos microrganismos na unidade biol6gica de uma
estaclo de tratamento é satisfeita se a relagdo de carbono, medida como DBO, para nitrogénio é
igual ou menor que 18:1. Até a relagdes C:N maiores que 22:1 a remogio ainda ocorre, mas com
sua efici€ncia reduzida.

Os microrganismos requerem niveis inferiores de fésfore, se comparados com 63 niveis
necessarios de nitrogénio. A relagio exata de C:N:P para que ocorra o crescimento microbiano
6timo depende do processo biolégico e a forma na qual os nutrientes estejam disponiveis no esgoto.

Onde ha desequilibrio na relagdo 6tima de C:N:P do esgoto, é necesséario que se faga a adigdo de



nutrientes para garantir que a oxidagdo biolégica ocorra. Isto geraimente é feito misturando-se
esgoto deficiente com esgoto ndo deficiente nas proporcdes corretas. Esgotos de industrias de
fermentagdo e enlatados sdo particularmente deficientes em nitrogénio e f6sforo, assim €

necessaria a complementagio de nutrientes para que a oxidacéo carbonécea 6tima seja alcancada.

2.1.1.1.1 Propriedades organicas

A matéria organica compreende as substincias compostas pelos elementos carbono,
hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, enxofre, fésforo . No esgoto tipico 75% dos s6lidos em suspenséo
e 40% dos solidos filtraveis sdo organicos. PAINTER (1983) estimou que no esgoto 50% do carbono
organico e aproximadamente 35-50% do nitrogénio orgénico estejam em solugdo. 75% do carbono
orgénico sdo atribuidos ao principais grupos organicos de carboidratos, gorduras, proteinas,
aminoacidos e acidos volateis. O restante compreende outras moléculas orgénicas, tais como:
acidos nucleicos, hormonios, vitaminas, surfactantes, antibiéticos, contraceptivos hormonais,
pesticidas, hidrocarbonetos e pigmentos. Varias das moléculas sintéticas orglnicas ndo séo
biodegradaveis, enquanto outras sdo decompostas lentamente por a¢do biolégica. Os constituintes
organicos dos sélidos em suspensdo e a fracdo filtravel do esgoto sdo muito diferentes. Os
carboidratos compreendem o maior grupo no esgoto briténico, seguido dos acidos volateis e ndo
volateis, aminoécidos ligados e livres e detergentes anifnicos. A uréia é o principal componente da
urina, mas € hidrolisada tao rapidamente & aménia, que € encontrada somente no esgoto recente. A
composicdo do esgoto muda rapidamente durante o armazenamento, devido & agdo das bactérias
anaerobias, por exemplo, 0s carboidratos sdo rapidamente convertidos & &cidos volateis. As
gorduras s3o 0s principais constituintes orgadnicos que compdem a escuma, e juntamente com os
carboidratos e proteinas contribuem para 60-80% do carbono organico presente.

As gorduras estdo entre os compostos organicos mais estaveis e nao sdo faciimente
degradadas biologicamente. A principal fonte de gorduras vem da preparacdo de alimentos € em
menor escala das excregdes, sendo as principais fontes: a manteiga, margarina, toucinho, banhas,
gorduras vegetais, 6leos, came, cereais, nozes e certas frutas. As gorduras sdo pouco soliveis em

agua e desta forma sdo um componente importante da fragdo em suspensdo do esgoto,
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contribuindo com cerca de 50% do carbono total presente. A concentracdo normal é bastante
variavel nos esgotos domésticos, indo de 40 a 100 mg .

O 4cido acético é o principal acido volatil encontrado no esgoto, sendo registrado em
concentracdes entre 6-37 mg I’ e, juntamente com os &cido propiénico, butirico, e valérico,
constituem cerca de 90% do total da acidez volatil no esgoto.

As proteinas sdo uma fonte comparativamente importante de carbono no esgoto, no entanto
elas sdo menos importantes que os carboidratos soluveis ou gorduras. A proteina é o principal
constituinte de todos os animais, e em menor extensio, do tecido vegetal. Assim, os residuos da
preparacido de alimentos e excregbes sdo ricas em proteinas como a caseina do leite, albumen e
gelatina do tecido animal e ossos. Além de conterem carbono, hidrogénio e oxigénio, as proteinas
também contém uma proporcdo alta de nitrogénio. A uréia é a principal fonte de nitrogénio no
esgoto e corresponde a mais de 80% do nitrogénio organico total presente. As proteinas sdo
constituidas de longas cadeias de aminoacidos ligados por ligagdes peptidicas e sdo facilmente
quebradas por acdo bacteriana para a formacdo de aminodcidos livres, acidos graxos, compostos
nitrogenados, fosfatos e sulfetos. No esgoto, os aminoacidos livres geraimente contribuem com
menosde 5mg N I

Além dos aminoacidos, a uréia € também uma fonte de nitrogénio no esgoto, provendo
entre 2-16 mg N I'". A uréia & mais abundante no esgoto recente, pois € rapidamente convertida
para amonia. A taxa de conversdo para aménia tem sido estimada @ 3 mg N I por hora & 12°C em
amostras armazenadas (PAINTER, 1958).

Nem toda a matéria organica biodegradavel encontrada no esgoto pode ser classificada
dentro de qualquer uma das principais categorias de compostos quimicos. Alguns componentes
naturais sdo de fato combinagdes de carboidratos, proteinas e gorduras como as lipoproteinas e
nucleoproteinas. A frag8o de material ndo biodegradavel é normalmente muito pequena. Fragdes
como as ligninas e a celulose sdo degradadas muito superficialmente, devido ao tempo limitado
para a decomposicdo dentro da estacdo de tratamentn, e porque varins organismos especificos

para esta decomposi¢do n3o estdo presentes no esgoto.
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A fragdo organica do lodo exerce papel importante na especiagdo da fracdo inorganica,

principalmente através dos polimeros bacterianos extracelulares e dos 4cidos fllvicos

(KARAPANAGIOTIS et al., 1990)

2.2 MICROBIOLOGIA DE LODOS

2.2.1 MICRORGANISMOS E O CONTROLE DA POLUIGAO

Para que o tratamento de esgotos, baseado em lodos ativados tenha sucesso, é de
fundamental importancia que ocorra a formagao de flocos constituidos principalmente de bactérias
filamentosas, que d&o estrutura, e de pequenos agregados das demais bactérias. A teoria da
formagdo destes flocos é de extrema importancia para o bom entendimento de como funciona este
tratamento.

Através do crescimento de microrganismos em cuituras puras, MONOD (1941) estabeleceu

um modelo de curva de crescimento, reproduzida na FIGURA 2, e que apresenta as seguintes fases:
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FIGURA 2 - MODELO DE CURVA DE CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS EM CULTURA
PURA (CETESB, 1992)
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Lag, ou de aclimatacdo: ndo ocorre aumento do numero de microrganismos, na medida
em que, nesta etapa, eles elaboram o arsenal enzimético necessario ao consumo dos
substratos. A velocidade de crescimento é nula;

Aceleracdo: inicia-se o crescimento microbiano, face ao consumo de substrato. A
velocidade de crescimento aumenta com o tempo;

Log, ou Exponencial: frente as condigdes adequadas de vida (Substrato abundante, baixa
concentragdo de metabdlitos téxicos etc.), o microrganismo cresce com velocidade
maxima, que pode ser representada por uma fungdo exponencial;

Desaceleragdo: a velocidade de crescimento, que era maxima na fase anterior, passa a
diminuir, uma vez que o substrato disponivel comec¢a a escassear e ja existe o acimulo
ponderavel de excretas toxicas;

Estacionaria: A velocidade de crescimento dos microrganismos volta a ser nula, devido
ao esgotamento dos substratos ou ao acumulo de substancias toxicas em niveis
incompativeis com o desenvolvimento microbiano;

Declinio: ocorre a diminuicdo do nimero de microrganismos (velocidade de crescimento

negativa) causada pela sua morte ou lise.
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Nas duas ultimas fases 0s microrganismos consomem suas reservas (metabolismo
endogeno), e a energia livre na forma de compostos organicos metabolizaveis fica sensivelmente
diminuida, desta forma os microrganismos ndo tem mais condigdes de evitar a forga das cargas
opostas, que tende & agrega-los e consequentemente forma-se o floco. Portanto, os flocos ocorrem
principalmente no final da fase exponencial e comego da fase de retardo. E o manejo da estagao de
tratamento biologico deve ser sempre no sentido de manter o processo nesta regido (CETESB,
1992). A sucessao ecolégica dos microrganismos ao longo do tempo j& esta bem estabelecida, e

pode ser observada na FIGURA 3.

FIGURA 3 - SUCESSAO ECOLOGICA DE ORGANISMOS EM LODOS ATIVADOS
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A reacao total de tratamento biol6gico do esgoto pode ser sumarizada como :
M.O. + O, + NH,"? + P -——-> Novas células + CO, + H,0

Onde: M.O. : Matéria organica

2.2.2 DOENGAS DE TRANSMISSAO HIDRICA

A &agua de esgoto industrial raramente contém patégenos, mas quando presentes, estdo
diretamente relacionados & matéria-prima vegetal ou animal que estd sendo processada. Por
exemplo, no caso da industrializagdo da batata, o efluente pode conter patégenos vegetais
especificos destas.

Os pat6genos do esgoto sdo capazes de infectar o homem e o0s animais por ingestao oral,
pele ou pelas vias respiratérias. A via de infeccdo mais comum é a oral, que geralmente causa
desordens gastro-entéricas. O patégeno multiplica-se e € excretado com as fezes e
subseqiientemente ingerido pelo préximo hospedeiro via contaminagdo pelo esgoto, agua ou

alimento.

2.2.2.1 Os patégenos originarios da agua

Os mais importantes em termos de freqiiéncia de isolamento em agua contaminada de
esgoto, ou lodo sdo as espécies do género Salmonella, Shigella, Leptospira, Escherichia coli
enteropatogénica, Francisella, vibrio, Mycobacterium, virus entéricos humanos, cistos de Entamoeba
histolytica, ou outros protozoarios patogénicos e larvas de varios vermes. Todos estes organismos
sa0 bem caracterizados e tem sido amplamente revistos. No entanto somente um breve resumo dos

principais microrganismos é dado a seguir:

2 2.2.2 Organiemes indicadores

A maioria dos paises requer por lei que a agua potavel seja regularmente examinada para
assegurar que esteja livre de organismos que causem doencas. No entanto, os padrdes aceitaveis

variam de pais para pais. A grande diversidade de microrganismos patogénicos encontrados em
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4guas de esgoto estdo normmalmente presentés em ndmeros baixos comparados com outros
organismos nao patégenos que também estdo presentes. O isolamento e identificagdo de
organismos patogénicos individuais é geralmente complexa, sendo diferente para cada espécie e
com um gasto de tempo grande. Assim, torna-se impossivel examinar todas as amostras de agua
de forma rotineira para a presenga ou auséncia de tamanha variedade. Além disso, a selecdo de
patégenos individuais pode ser errnea na medida que cada espécie pode tolerar condigbes
ambientais diferentes e a presenca de um pode ndo indicar a presenga de outro. Assim para
examinar amostras rotineiras de &gua um unico teste, preferencialmente rapido é necessario. E
mais importante examinar uma amostra de agua freqiientemente por um teste simples, que
ocasionalmente por uma série de testes mais complicados. isto levou ao desenvolvimento do
conceito do uso de organismos indicadores para verificar a probabilidade de contaminacdo por
fezes. Os critérios para sele¢do de organismos indicadores sio:

a) Estejam presentes toda vez que os patégenos estiverem presentes e em numero muito
maior;

b) Devem ser consistentemente e exclusivamente associados com a fonte dos patégenos;

c) Devem ser resistentes ou até mais resistentes & desinfetantes, sistemas de tratamento
€ ao ambiente aquoso que 0s organismos patogénicos;

d) Serem adequados para isolamento de rotina por crescerem em meios de cultura
seletivos, além de serem facilmente identificaveis e contados com acuracia e precisdo
boa.

Os organismos ndo patogénicos que estdo sempre presentes no intestino do homem e
animais s&o excretados juntamente com os patégenos, mas em numeros muito maiores, Varios
deles s&o facilmente isolados e s3o ideais como indicadores de contaminagdo fecal. As mais
amplamente utilizadas s&@o as bactérias ndo-patogénicas, em particular os coliformes, estreptococos
fecais, e Clostridium perfringens. Existe um grande interesse em outros organismos indicadores e a
habilidade de detectar rapidamente concentracdes baixas de compostos associados as fezes, que
nao sdo afetadas por fatores ambientais. Isto coloca o uso dos organismos indicadores para testes

de 4gua para contaminagao fecal sob revis3o.
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Trés grupos sdo normaimente usados para indicar contaminagao fecal Escherichia coli ou
coliforme fecal, estreptococos fecais e Clostridium perfringens. Os trés grupos sdo capazes de
sobreviver por diferentes periodos de tempo no ambiente aquatico. Os estreptococos fecais morrem
mais rapidamente fora do hospedeiro, e sua presenca € uma indicacdo de contaminacdo recente. E.
coli pode sobreviver por varias semanas sob condigcdes ideais e sdo detectadas mais facilmente
que outras bactérias indicadoras. Por causa disso, € o teste mais utilizado para detectar poluigéo
fecal. Clostridium perfringens é um anaerdbio esporulador que pode existir indefinidamente na agua.
Quando E. coli e os estreptococos fecais estiverem ausentes, sua presenga indica poluigdo remota
ou intermitente. E especialmente util para testar 4gua de lagos, no entanto os esporos se decantam
em suspensdo. Os esporos sdo mais resistentes a poluigdo industrial que os outros indicadores e
sdo especialmente Gteis em aguas que recebem tanto esgoto doméstico e 4gua de esgoto industrial.

Para proteger com sucesso os reservatorios de agua, especialmente aqueles em 4&reas
rurais, € necessario ser capaz de rastrear a fonte da poluigdo fecal. As técnicas bacteriolégicas
tradicionalmente usadas falham em distinguir entre a poluicdo fecal humana e animal. Existem
varias modificagdes nos métodos tradicionais disponiveis como estimar-se a relagdo de coliformes
fecais com estreptococos fecais ou as relagdes de tipos diferentes de estreptococos. No entanto o

uso de bactérias indicadoras especificas s3o talvez as mais promissoras.

2.2.2.3 Escherichia coli e os coliformes

O grupo coliforme incluem as bactérias aerébias e anaerdbias facuitativas, gram negativas,
nado formadoras de esporos que fermentam a lactose, formando acido e gas no periodo de 48 horas
quando incubadas & 35°C (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1982). Microscopicamente, todas
as espécies de Enterobacteriaceae aparentam-se como btastonetes entre 2-3 x 0.5 pm, e sdo
impossiveis de se distinguir por exame visual. Somente E. coli € exclusivamente de origem fecal,
estando presente em fezes recentes em numero maior que 108 ufc g", enquanto que 0s outros
coliformes s&o habitantes normais do solo e agua. Assim a presenga de coliformes n3o implica

necessariamente em contaminacgio fecal até que se prove o contrario.
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2.2.2.4 Estreptococos fecais

Os estreptococos que ocorrem normalmente em fezes animais e humanas sdo do grupo
enterococcus que incluem: S. faecalis (inclusive a variedade liquefaciens e Zymogenes), S. faecium,
S. durans,, e do gfupo viridans que compreende S. mitis, S. salivarus, S. bovis e S. equinus, todos
eles encontrados comumente em aguas contaminadas. S. Bovis e S. equinus nao sdo encontrados
no homem e podem ser utilizados como indicadores de restos animais ou de aguas de esgoto
provenientes de processamento de cames. No entanto, por todas estas espécies serem indicativas
de poluigdo fecal, ndo é necessario identifica-las individualmente. Um unico teste para todo o grupo
¢ suficiente.

Os estreptococos fecais s30 cocos gram positivos de aproximadamente 1um de didmetro
que ocorrem em cadeias de varios tamanhos, ndo sdo moveis e ndo esporulam. Numericamente

podem ser iguais ou mais abundantes que os coliformes.
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2.2.2.5 Relacao de coliformes fecais / estreptococos fecais

Diferentes animais excretam quantidades diferentes de coliformes fecais e estreptococos
fecais, e esta relagdo permanece constante para fontes especificas. Assim a relagéo de coliformes
fecais (FC) para estreptococos fecais (FS) pode ser usada para identificar a fonte de contaminagao
fecal em corpos de &gua. A relagdo FC/CS em fezes recentes humanas € > 4 enquanto que para
animais é < 0.6. Valores intermediarios sio dificeis de se interpretar, mas valores entre 2.0 e 4.0
indicam predominéncia de residuos humanos em poluicdo mista, enquanto que 1.0 - 2.0 indicam
niveis iguais de poluigdo animal e humana, e 0.7-1.0 uma predominancia de residuos animais. A
relacdo é especificamente Util no rastreamento de fontes de poluicdo e relagbes > 4.0 ou < 0.6
alertam do perigo em particular de transmissdo de doen¢as humanas ou animais respectivamente.
No entanto deve-se tomar cuidado na utilizagdo desta relagdo. Por exemplo, a variabilidade entre
as amostras pode ser significante, fazendo com que as repetigbes sejam vitais. Tanto os
estreptococos como os coliformes s3o mortos a pH extremos, assim como com 0s poluentes
industriais. Deve-se tomar cuidado também para se assegurar que as amostras estejam livres de
contaminantes e que o pH esteja entre 4-9. A taxa de morte dos 2 grupos de microrganismos
variam, logo a relagdo FC/FS se altera significativamente, se os microrganismos forem liberados no
ambiente ha mais que 24 horas. Isto pode ser evitado tomando-se as amostras perto da fonte

poluidora suspeita e analisar-se as amaostras rapidamente.

2.3 BIOHIDROMETALURGIA

A Biohidrometalurgia € o resuitado da interagdo de varias outras areas da ciéncia, e pode
ser definida como “Processo de dissolu¢cdo de rochas, concentrados produzidos por métodos
minerais metalurgicos ou componentes de produtos metalurgicos, catalisado por microrganismos
adequados (ROSSI, 1990), se situando entre a geomicrobiologia, ecologia microbiana,

hidrometalurgia, e a biogeoquimica microbiana (FIGURA 4).
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FIGURA 4 - DIAGRAMA DE VENN-EULER MOSTRANDO AS INTERACOES ENTRE AS VARIAS
CIENCIAS RELACIONADAS A MICROBIOLOGIA E A BIOHIDROMETALURGIA (ROSSI, 1990)

biologia Bi&eoquimica)

Ecologia |
icrobiang

Hidrometalurgia

A extragdo de metais & partir de minérios com baixa concentragdo € uma das principais
aplicagdes da biohidrometalurgia. Geralmente este minério com baixa concentragdo é obtido a partir
do processo pirometallrgico tradicional, no qual se extrai o metal desejado, restando contudo,
residuos consideraveis, mas ndo economicamente vidveis de retornarem novamente ao inicio do
processo (HUTCHINS et al., 1986; TORMA, 1986). E neste ponto que a biohidrometalurgia tem sua
maior aplicabilidade, e dentro desta, a acdo da bactéria Thiobacillus ferrooxidans tem papel
fundamental. Devido ao seu baixo custo de operagdo, se toma economicamente viavel sua

aplicagdo para um maior aproveitamento do minério (ROSSI, 1990).

2.3.1 MICRORGANISMOS UTILIZADOS NA BIOLIXIVIAGAO

Os dois microrganismos mais utilizados na lixiviagdo bacteriana sdo o Thiobacillus
thiooxidans e o Thiobaciiius ferrouxidans. Varios outros podem ser também usados : Thiobacillus
concretivorus, Pseudomonas fluorescens, P. putida, Achromobacter, Bacillus licheniformis, B.
cereus, B. luteus, B. polymyxa, B. megaterium, e varias bactérias termofilicas, incluindo

Thiobacillus thermophilica, Thermothrix thioparus, Thiobacillus TH1, e Sulfobolus acidocaldarius. Os
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organismos heterotroficos listados acima n3o foram usados ainda, mas € provavel que no futuro
processos sejam desenvolvidos no sentido que os metais sejam extraidos dos minérios pela agao
dos acidos organicos produzidos microbiolégicamente via quelatos e formacgao de sais. Por causa
do seu crescimento mais rapido, as bactérias termofilicas podem acelerar significativamente o

processo de lixiviagdo (EHRLICH, 1990)

2.3.2 PROCESSOS COMERCIAIS

Trés métodos tem aplicagdes praticas:

- Lixiviacdo em curva (Slope leaching): Minérios moidos sdo colocados em grandes pilhas
ao lado de um barranco e continuamente irrigados com agua contendo Thiobacillus. O liquido é
coletado na base e reutilizado apds a extracdo dos metais, e € possivel 0 enriquecimento da
bactéria na lagoa de oxidagao.

- Lixiviagdo em pilhas. O minério é arranjado em grandes pilhas e tratado como no “slope
leaching”.

- Lixiviagdo In Situ: O liquido contendo Thiobacillus ¢ bombeado através de passagens
perfuradas no minério bruto (. Na maioria dos casos, a permeabilidade da rocha deve ser
aumentada explodindo-a). O liquido acido passa através da rocha e é coletado na cavidade inferior
, sendo entdo bombeado para cima, onde ocorre sua extragdo. O liquido é reutilizado ap6s novo

enriquecimento regeneracgao da bactéria.

2.3.3 LIXIVIAGAO DE MINERIOS DE COBRE

Varios minérios sdo utilizados na producdo de cobre, e varios metais sdo encontrados
associados. Por exemplo, a calcopirita (CuFeS;) contém 25% de cobre, 25 9% de ferro, 2.5% de
zinco, e 33% de enxofre. A calcopirita € oxidada da seguinte forma:

2 CuFeS,; + 8 O, + H,;SO,

> 2 CuSQO, + F82(SO4)3 + H,0

A covelita (CuS) é oxidada a sulfato de cobre:
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CuS + 20, -—--> CuSO,

O sistema de biolixiviagdo de cobre tem sido utilizado em grande escala no mundo inteiro,
ja ha varios anos, geralmente operados pelo método de lixiviagdo em pilhas (slope leaching), e em
algumas vezes como uma combinagao de pilha e lixiviagio in situ. A solucgio lixiviadora (solugéo de
sulfato e Fe** ) éimigada sobre a pilha e percola através da rocha para o nivel inferior onde o
liquido rico em cobre é coletado. A solu¢do de cobre (contendo acima de 0,6 g/l) é removida, o
cobre € precipitado, e a 4gua € reutilizada ap6s o ajuste do pH para 2.

Os paises no qual a lixiviagado microbiana do cobre tem sido muito utilizada incluem
Estados unidos, Australia e Japao. Atualmente 25% da produgdo mundial de cobre provém de
processos de biolixiviagdo, representando anualmente cerca de 1 bilhdo de délares. No Brasil a
biolixiviagdo do cobre ja vem sendo estudada em varias localidades, tais como Jaguari - BA
(FIGUEIREDO et al., 1994); Caraiba - BA (URENHA & ALLI, 1990); Camaqué - RS (VAISBICH et

al., 1979)

2.3.4 LIXIVIAGAO DE MINERIOS DE URANIO

Embora a quantidade de uradnio obtida por biolixiviagdo seja menor que a de cobre, 0
processo € economicamente mais significante devido ao pre¢o relativamente alto do uranio,
centenas de toneladas do material devem ser manipuladas para obter uma tonelada de urénio, e a
lixiviagdo in situ esta ganhando cada vez mais, maior aceitagdo, pois elimina os gastos com o
transporte de grandes quantidades de minério.

No processo de lixiviagdo do urénio, o 6xido de urénio tetravalente insolGvel é oxidado com
uma solug#o a quente de acido sulfurico e Fe> para formar o sulfato de uranilo (UO,*" ) solivel.

UO; + Fez(S0,)s

> UO,80, + 2 FeSO,

O sulfato ferrico e o acido sulfurico podem ser produzidos pelo T. ferrooxidans a partir da
metabolizacdo da pirita (FeS;) contida dentro do minério de uranio.

2FeS; + HO + 6.5 0, ——> Fe,(S0,)3

A reagao da pirita € usada para a produg3o inicial da solugdo lixiviadora de Fe®" .
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As condigdes 6timas de lixiviagdo do minério de uranio sdo: pH 1.5-3.5, 35°C e 0.2% C@z
no ar. Algumas linhagens termofilicas sdo conhecidas e que tem uma temperatura gtima de 45-50°C
(EHRLICH, 1990).

Em processos comerciais, o urdnio dissolvido € extraido do liquido lixiviado com solventes
organicos como o tributilfosfato, e o uranio € precipitado subseqiientemente da fase orgéanica. A
adsorc¢ao dos ions uranila com trocadores de ions € outra possibilidade. Os solventes organicos que
permanecem no sistema apos a extracdo podem ser tdxicos e consequentemente causar problemas
guando o sistema microbiolégico é reutilizado.

No Brasil a biolixiviagdo dos minérios de uranio j& foi estudada em Pogos de Caldas pela
antiga Empresas Nucleares Brasileiras - NUCLEBRAS, atualmente Uranio do Brasil S/A (GARCIA,

1983)

2.4 METAIS PESADOS

2.4.1 DEFINICAO DE METAIS PESADOS

Embora amplamente utilizado, o termo *metal pesado®, n&o possui uma definicio Gnica,
variando de acordo com o ramo da ciéncia que o aborda. Ao questionarmos um toxicologista sobre
esta definicdo, este provavelmente dard énfase aos elementos quimicos téxicos aos mamiferos
superiores (zootoxicidade). Ao agrénomo, énfase serd dada principalmente aos eiementos quimicos
toxicos as culturas vegetais (fitotoxicidade), cuja contaminag3o no solo possa diminuir a
produtividade agricola. Um quimico poderé enfatizar os elementos cuja densidade atémica seja
maior que 6g cm™. A idéia comum de metais pesados a estas diversas areas é a de serem metais
ou metaldides que estdo associados com poluicdo e toxicidade, mas também incluem alguns
elementos que so essenciais para os seres vivos em baixas concentragdes. “Metais toxicos™ é uma
altemativa ao termo metais pesados, mas é mais emotivo e aplicdvel somente aos elementos n3o
essenciais, como Pb, Cd. Hg. As, Tl e U e n20 ¢ apropriado para os elementes que sio

biologicamente essenciais como Co, Cu Mn, Se e Zn (ALLOWAY, 1993).
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2.41.1 Cadmio

Conforme ALLOWAY (1993), O cadmio € uma descoberta relativamente recente, tendo sido
descrito e descoberto em 1817, estd em 67° lugar na ordem de abundancia de elementos. Nao
possui fungdo biolégica e é altamente téxico a plantas e animais, no entanto os niveis naturais de
Cd encontrados normalmente n3o causam toxicidade aguda. O maior risco & saude humana
provém da sua acumulagdo cronica nos rins, onde podem causar disfuncdo no cortex em
concentragdes acima de 200 mg/kg do peso fresco. Os alimentos sado a principal via pela qual o Cd
entra no corpo, mas o fumo e as exposi¢gdes ocupacionais aos vapores de CdO também sao fontes
importantes de contaminacao.

A FAO/WHO recomenda que nivel de ingestdo maxima toleravel seja de 400 a 500
yg/semana, o que é equivalente & aproximadamente 70ug por dia. A ingestdo média mundial de Cd
varia entre 20 - 75y /dia e aparecem problemas claramente visiveis quando a ingestio se aproxima
do topo da variagdo. Os fumantes adicionam uma dose extra de 20 a 35 yg Cd /dia & sua ingestao.
O Cadmio é um dos metais pesados mais preocupantes, principalmente devido a facil absorgio
deste pelas plantas, acumulando-se & medida que sobe na cadeia tréfica (GILLER & McGRATH,
1989)

Em vista dos danos da acumulagdo cronica do Cd no corpo humano, os fatores que
influenciam sua concentragdo nos componentes da dieta sdo de grande importancia. Como
geralmente as concentragdes deste metal nos solos ndo contaminados € baixa, as fontes de
contaminagdo e o comportamento deste elemento nos solos contaminados so de grande interesse.
Com a vida-média estimada do Cd varia entre 15 - 1100 anos, torna-se este um problema de longo
prazo, demostrando que sua poluicdo deve ser prevenida ou minimizada ao maximo.

Como resultado da necessidade crescente do Cd pela industria, a poluigdo ambiental deste
elemento tem aumentando rapidamente nas ultimas décadas. A poluicdo € uma conseqgiiéncia
inevitavel da atividade de mineragdo, manufatura e descarte. Ao contrario do Pb, Cu e Hg que tem
sido utilizados & séculos, o Cd tem sido usadc em grande escala somente neste sécuio (niais da
metade do Cd utilizado até hoje na industria foi produzido nos dltimos 20 anos). E obtido como um
co-produto da fundicdo do Zn e outros metais-base. Nenhum mineral é usado primariamente como

fonte de Cd. A producdo aumentou de 11.000 t em 1960 para 18.000 t em 1985. Seus usos
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principais s@o como: (1) revestimento protetor no aco; (2) varias ligas; (3) em pigmentos para
plasticos e vidros; (4) como estabilizantes para plasticos; (5) em baterias secas de Ni-Cd, e (6)
outros usos diversos, incluindo células fotovoltaicas.

As fontes de contaminacdo do solo pelo Cd sdo a mineragao e fusdo do Cd e Zn; poluigao
atmosférica de industrias metallrgicas; disposigdo de lixo contendo Cd, como a incineracdo de
containers plasticos e baterias, uso de lodos de esgoto em solos; € a queima de combustiveis
fésseis. Mesmo antes do Cd ser usado comercialmente, a contaminag¢do ocormria vindo de uma
grande variedade de materiais que continham Cd como impureza, e os fertilizantes fosfaticos sdo
um bom exemplo. Embora a concentracdo de Cd nestes fertilizantes variasse bastante o seu uso
continuo leva a aumentos significativos no nivel de Cd de varios solos agricolas. A deposicdo de
particulas de aerossol da poluicdo atmosférica de grandes centros urbanos e industriais também
afeta os solos da maioria dos paises industrializados, e o Cd desta fonte pode ser absorvido

também pelas plantas através da folhagem.

2.4.1.1.1 Origem do cadmio nos solos

A degradagao de rochas € uma das principais fontes de cadmio em solos. (PAGE & BINGHAM
~ (1973) citado por ALLOWAY, 1993 sugeriram que os solos derivados de rochas igneas deveriam ter
concentragdes de Cd entre 0.1 - 0.3 mg/kg, os solos derivados de rochas metamérficas deveriam
ter 0.1 - 1.0 mg/kg Cd e aqueles derivados de rochas sedimentares 0.3 - 11 mg/kg Cd. Em geral,
para a maioria dos solos, espera-se conter < 1 mg/kg, com exceg¢io daqueles contaminados com
fontes discretas ou de material parenteral com altas concentragdes de Cd.

Em um levantamento feito para os paises europeus sobre as contribuigdes relativas de
cadmio das principais fontes antropogénicas, foi estimado que: Os fertilizantes fosfaticos
contribuinam com 54 - 58%; deposicdo atmosférica 39 - 41%; e os lodos bioldgicos com 2 - 5%
(YOST, 1979; TJELL, 1981 citado por ALLOWAY, 1993) . Estas fontes dariam origem a um
aumento anual na concentragdo de cadmio na Dinamarca de 0,6% (TJELL, 1981 apud ALLOWAY,
1993), embora acréscimos muito maiores ocorram em locais préximos & industrias metalirgicas ou

onde o lodo de esgoto é aplicado ao solo.
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2.4.1.1.2 Concentracdo de cadmio nos solos

Uma pesquisa realizada em solos nao contaminados de 36 estados americanos (envolvendo 3.305
amostras) revelou uma variagdo na concentracdo de cadmio de 0,005 a 2,4 mg/kg Cd
(HOLMGREEN, 1986 apud ALLOWAY, 1993). A Tabela 1 fomece dados de varios levantamentos

feitos em diversos paises.

Tabela 1 - Variagdes e médias das concentracées de Ca4dmio em solos (mg/kg) (ALLOWAY, 1993)

Solo Variagao Média
Dinamarca (agricola) 0,03-0,9 0,22
Suécia (agricola) 0,03-23 0,22
Canada (ndo agricola) 0,01-0,1 0,07
EUA (agricola) 0,005-24 0,27
Ohio, EUA (agricola) <0,1-24 0,27
Reino Unido (agricola) 0,01-2,4 1,0
Solos Europeus 0 eeecmemeeee. 02-0,4

* Valor comum, ndo a média

2.4.1.1.3 Cadmio em lodos de esgoto

Os efluentes contém cadmio originario das excregdes humanas, produtos domeésticos que
contenham Zn, e efluentes industriais. Quase todo o cadmio se acumula no lodo produzido durante
o tratamento de esgoto. Uma ampla faixa de concentragdes de cadmio € encontrada no lodo (Tabela

2). As concentragdes variam de maior que 1 & 3650 mg/kg Cd na matéria seca.
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Tabela 2 - Concentragdes de cadmio em lodos biolégicos (ALLOWAY, 1993)

Variagdo (mg/kg) Fonte do lodo

6,8 -444 16 cidades (EUA)

3-3410 150 estacgdes de tratamento (EUA)
2-1100 57 localidades em Michigan (EUA)
0,3-168 6 cidades (paises baixos)

2-1500 42 estagdes de tratamento (Reino Unido)
<1-90 45 estagdes de tratamento (Irlanda)
< 2450 Bordeaux (Franga)

10-20 Helsinki (Finlandia)

23-171 93 Estacgdes de tratamento (Suécia)
0,3-236 7 cidades (Ontério - Canada)
2412 Cobre

Conforme ALLOWAY (1993), O cobre é considerado um dos elementos essenciais mais
importantes para plantas e animais. No estado metalico o cobre tem coloragdo avermelhada, é
maleavel e um bom condutor de calor e eletricidade. Os usos principais do Cu s3o na producio de
fios e de suas ligas, bronze e latdo. Na natureza o cobre forma sulfetos, sulfatos, carbonatos e
outros compostos, e também ocorre, em ambientes redutores como metal nativo. O cobre se situa
em 26° logo atras do Zn, em abundancia na litosfera. A abundancia média do cobre na litosfera
esta em aproxirnadamente 70 mg/kg enquanto os valores reportados para a crosta terrestre vatiam
de 24 a 55 mg/kg. Para os solos mundiais o valor de 20 mg/kg de Cu da literatura antiga mudou
para 30 mg/kg. O cobre se encontra associado com a matéria organica do solo, 6xidos de Fe e Mn,
argilas e outros minerais.

O cobre extraivel, algumas vezes denominado de disponivel, se refere & quantidade deste
elemento no solo que se correlaciona estatisticamente com as concentragdes absorvidas e

assimiladas pelas plantas. A disponibilidade do cobre para as plantas se refere & prontiddo com o
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qual o ion disponivel [Cu(H20)5]2’ é absorvido pelas plantas em solos 4cidos e Cu(OH),” em solos
neutros e alcalinos. A disponibilidade do cobre é relacionada aos potenciais quimicos das
respectivas espécies na solugdo do solo. O nivel e distribuigdo do cobre total e extraivel no perfil do
solo varia com o tipo de solo e o material de origem. O cobre € especificamente adsorvido ou fixado
nos solos, tomando-o um dos metais trago que menos se desloca. Altas concentracdes de Cobre na
camada superficial de um solo sdo uma indicagdo da adicdo de fertilizantes, lodos de esgoto e
outros residuos, fungicidas ou bactericidas, ou estrumes de suinos e cavalos.

A abundéancia de micronutrientes essenciais nas plantas geralmente se apresentam na
seguinte ordem: Fe > Mn > B > Zn< Cu < Mo < Cl. A confirmagdo da essencialidade do cobre para
plantas foi feita em 1930. Na maioria das espécies vegetais a concentragdo varia de 5 - 20 mg/kg
Cu. Sob condigdes extremas de solo ou de espécies vegetais especificas, o limite pode se alargar
de 1 - 30 mg/kg Cu. Por causa das espécies vegetais e diferencas nos cultivares ndo é possivel dar
valores unicos para concentragdes de cobre associadas com deficiéncia ou toxicidade do elemento.
O cobre nas plantas atua como parte de grupos prostéticos de sistemas enzimaticos, e como
ativador facultativo de sistemas enzimaticos.

Na nutricdo animal a deficiéncia de cobre € quase que totalmente confinada ao gado e
ovelhas de pasto devido aos baixos niveis de Cu na forragem ou ao nivel normal de Cu
acompanhado de ingestao elevada de Mo, S, Fe ou solo que sdo suficientes para limitar a absorgo
e retengdo de Cu . Sob condigdes normais o Cu € um agente benigno aos humanos. O Cobre total
de um individuo adulto se situa entre 100 - 150 mg. A dieta normal prové 1-5 mg Cu/dia e é dificil
elaborar uma dieta com menos que 1 mg Cu/dia.

A toxicidade do Cu hereditaria em humanos conhecida como doenga de Wilson foi descrita
em 1912. Para estes individuos, os ligantes do cobre envolvidos na homeostasia do cobre si3o
deficientes e niveis toxicos se acumulam em diversos tecidos. O cobre ndo é considerado um
elemento toxico de efeito cumulativo. Nao obstante, elevadas concentragdes deste elemento podem

produzir vOmitos e uma ingestao oral muito prolongada pode ocasionar estragos no figado.
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2.4.1.2.1 Cobre em lodos de esgoto

Embora a adubagdo com lodos seja capazes de aumentar substanciaimente os niveis de
cobre no solo, ndo existem trabalhos que reportem toxicidade do cobre para plantas quando estas
sdo cultivadas solos férteis e calados. A matéria organica do solo aparenta ser o fator dominante no
controle da reten¢do do cobre. Assim a taxa de decomposi¢do da matéria organica do lodo se torna
uma consideracdo importante para solos tratados com lodos. Enquanto a toxicidade para plantas
superiores seja de maior importancia, a atividade microbiana do solo pode ser mais sensivel as

adicdes de cobre.

2413 Chumbo

Conforme ALLOWAY, (1993), quando o chumbo é liberado no ambiente, este possui um
longo tempo de residéncia comparado com a maioria dos poluentes. Como resultado, o chumbo e
seus compostos tendem a se acumular nos solos e sedimentos, onde, devido & sua baixa
solubilidade e relativa resisténcia & degradagdo microbiana, estes permanecem acessiveis a cadeia
alimentar e ao metabolismo humano por muito tempo. O chumbo é venenoso e existem suspeitas
que antes que qualquer sintoma clinico aparec¢a ele possa causar problemas mentais em criangas.
Nao existem evidéncias significantes de que o chumbo exerga qualquer papel essencial no
metabolismo. Varias investigacdes tem sido feitas quanto ao chumbo no ambiente, incluindo solos,
nos ultimos vinte anos e agora temos um entendimento mais detalhado da sua quimica no solo e
significancia ecoldgica e sanitaria.

O chumbo pode se encontrar em dois estados de oxidag@o Pb(ll) e Pb(IV) que sfo estaveis,
mas no ambiente o elemento predominante é o ion Pb%. No seu estado elementar o chumbo &
denso (11.3 pg/cm?), metal azul-acinzentado que se funde & 327°C e ferve a 1744°C. O baixo ponto
de fusdo permitiu que fosse fundido e trabathado mesmo em sociedades primitivas. O metal é bem
maleavel e tende a escorrer sob press&o, assim pode ser facilmente cortado e moldado, e desde os
tempos mais antigos tem sido usado como cano e telhas. O chumbo metalico opbe razoavel
resisténcia a radiagio ionizante, tornando um bom protetor em trabalhos que utilizem o Raio-X e

radioisétopos. O chumbo se liga prontamente com outros metais: a liga Pb/Sb é usada
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principalmente na confecgdo de placas de baterias e a liga Pb/Sn sdo usadas geralmentes em
soldas. O metal chumbo combinado com o PbO; é utilizado para fabricar a bateria acida . Outros
compostos inorganicos com chumbo amplamente usados s3o as tintas que contém o6xidos de
chumbo ou sabdes de chumbo que promovem a polimerizagdo. Existem uma ampla gama de

compostos organicos a base de Pb(lV), especialmente os compostos tetra alquil e tetra aril.
2.4.1.3.1 Chumbo em lodos de esgoto

Uma fonte de chumbo nos solos que alcangou importancia consideravel nos ultimos anos € o lodo
de esgoto. Devido a propriedade dos residuos orgénicos de reter ions metalicos por complexacgao, o
lodo se toma uma reserva consideravel de metais pesados. O chumbo, juntamente com o Cadmio

sdo os elementos mais preocupantes, pois ndo excercem nenhuma fung3o biologica conhecida em

vegetais ou animais.
2414 Zinco

Conforme ALLOWAY (1993), o zinco é um elemento trago essencial ao seres humanos,
animais e plantas superiores. Embora os efeitos benéficos do Zn no crescimento de Aspergillus
niger fossem descobertos por Raulin em 1869-1870, a descoberta da essencialidade do Zn para as
plantas superiores em 1926 € atribuida a Sommer e Lipman.

O zinco é considerado essencial para seres humanos e animais, i.e. uma deficiéncia resufta
em prejuizo do funcionamento normal do organismo, e a suplementagdo com niveis fisioldgicos
deste elemento, e ndo outros, previne ou cura esta deficiéncia. A ingestao diaria recomendada para
adultos gira em torno de 15 mg/dia. O zinco age como um componente estrutural ou catalitico em
vérias enzimas envolvidas no metabolismo energético, transcrigdo e translagcdo. Os sintomas da
deficiéncia do zinco nos humanos e animais sd0 a auséncia de apetite, deficiéncia severa no
crescimento, lesbes na pele e imaturidade sexual. Para os humanos a depressdo ou
imunocompeténcia e a perda da acuidade do paladar também podem ocorrer.

As piantas superiores absorvem o Zn conic um cation divaiente (an‘), que age tantc como
um componente metalico de enzimas ou como um cofator funcional, estrutural ou regulador de um
grande numero de enzimas, como as desidrogenases, aldolases, isomerases, trophosforilases, RNA

e DNA polimerases. Por causa destas fungdes o zinco esta envolvido no metabolismo das proteinas
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e carbohidratos. O Zinco também & necessario para a sintese do triptofano, um precursor para a
sintese do 4cido indol-acético (IAA).

Culturas que sdo particularmente sensiveis a deficiéncia do Zn sdo os cereais, milho, sorgo,
linho, algoddo, legumes, uvas, citricos e arvores frutiferas (péssego, magd). Em geral, a maioria
dos sintomas permanentes de deficiéncia de Zn sdo a clorose entre os veios (principalmente nas
monocotileddneas), crescimento atrofiado, mé formacao do caule e das folhas.

A concentragdo de Zn nas plantas varia consideraveimente, como funcdo de diferentes
solos e fatores climéticos e também dos genoétipos das plantas. Como uma aproximagéo geral, as
seguintes faixas de concentracao de Zn podem ser adotadas para o tecido de folhas desenvolvidas;
(1) deficiente se menos que 10-20 mg/kg de matéria seca; (li) suficiente ou normal se estiver entre

25-150 mg/kg; (I1l) em excesso ou téxica se acima de 400 mg/kg.

2.4.1.4.1 O Zinco em lodos de esgoto

Os lodos de esgoto contém geraimente grandes quantidades de Zn, que podem afetar as
culturas vegetais. O zinco no esgoto bruto tende a estar associado com os sélidos em suspensao ,
que s3o dissociados durante o tratamento biol6gico. O tratamento biolégico aerébio de esgotos
convencional remove 40-47% do Zn do Influente.

O lodo varia muito quanto a concentragcdo de Zn, que é geralmente maiores que os niveis
encontrados nos solos.

Se torna claro que o uso indiscriminado do lodo de esgoto em solos agricolas levaria @ uma
acumutagdo de Zn, constituindo em um risco permanente para plantas e cultivares. Neste contexto
varios esforgos tem sido feitos para minimizar estes riscos pela regulamentagao do uso do lodo de
esgoto em solos agricolas. As normas para 0 lodo tem sido adotadas em varios paises, e sdo
geralmente baseadas nos seguintes conceitos:

a) Que as concentragdes de Zn no lodo ndo excedam os limites estabelecidos. As diretivas
da comissdo da Comunidade Econdmica Européia recomenda como concentragdo maxima 2500 e

4000 mg/kg Zn. Para a maioria dos paises 0 maximo permissivel de Zn total em lodos fica na faixa

de 100-5000 mg/kg Zn.
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b) que as concentragdes de Zn nos solos ndo possam exceder os limites definidos. Na
maioria dos paises é adotado um nivel maximo de 300 mg/kg Zn total .

¢) Que as cargas de metais pesados aplicadas aos solos agricolas ndo possas exceder 0s
limites definidos. As diretivas da CEC (Comunidade Econ6mica Européia) propdem valores de 175-
550 kg/ha como cérga maxima de Zn, no entanto se assume que a concentragdo normal de Zn seja
de 80 mg/kg e que o aumento de 1mg/kg Zn no solo (na camada superficial de 20 cm) seja
resultado da aplicacdo de 2.5 kg/ha Zn.

d) que o Zn tende a causar menos problemas se for adicionado em varios incrementos
pequenos durante um periodo longo de tempo, do que em um ou poucos grandes incrementos.

Neste contexto a CEC sugere que a carga anual de Zn seja de 30 kg/ha baseado numa média de 10

anos.

2.4.2 PAPEL DOS ELEMENTOS INORGANICOS NA NUTRIGCAO ANIMAL

Os animais necessitam de varios elementos quimicos para manter seu metabolismo normal
€ podemos agrupar estes elementos em duas classes: Macroelementos (Ca, Mg, Na, K, P, S, CI),
necessarios em quantidades relativamente grandes, da ordem de gramas por dia, e que geralmente
exercem mais de uma fungdo; e os microelementos, necessarios em quantidades diarias na ordem
de miligramas ou microgramas (15 de interesse animal). A maioria dos microelementos funcionam
como grupos prostéticos ou cofatores de enzimas. Nestas enzimas os elementos essenciais
parecem funcionar de pelo menos trés formas diferentes: (1) o elemento essencial pode ter
atividade catalitica propria sobre uma reagdo quimica e esta atividade é muito aumentada pela
proteina enzimatica, isto € especialmente verdade quanto an ferro e ao cobre; (2) o ion metalico
essencial pode formar um complexo com o substrato e com o sitio catalitico da enzima, desta forma
ele aproxima os dois em uma forma ativa; (3) um ion metalico essencial pode funcionar como um

potente receptor de elétrons em algum momento do ciclo catalitico.
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2.4.3 EFEITOS DOS METAIS PESADOS EM LODOS BIOLOGICOS

A fauna dos lodos biolégicos, composta principalmente de bactérias e protozoarios tem
comportamentos variados quanto a presenga de uma alta concentragdo de metais pesados.
LASKAUSKAITE (1989), reporta que em uma comparagéo de dois lodos onde o diferencial era a
concentragado de metais pesados, ndo houve alteragdo na populagio de protozoarios.

Segundo a Norma L5.220 - Determinagdo do nimero mais provavel pela técnica de tubos
multiplos (CETESB, 1985), é necessario a adicdo de 0,3 mi de uma solugdo a 15% de EDTA, para
cada 100 mi de amostra, além do tiossulfato de sédio (volumes de 0,1 ml de uma solugdo a 10%
para cada 100 ml de amostra). O EDTA atua como agente quelante, reduzindo a a¢do téxica dos
metais pesados, apresentando uma agdo mais ampla que o tiossulfato de soédio, o qual, na
concentrag@o empregada, previne a a¢ao bactericida do cobre.

KOUZELI-KATSIRI et al,. (1988) desenvolveram um método para avaliagao da toxicidade
dos metais pesados em lodos anaerébios. O método se baseia no monitoramento da produgdo
diaria de géas e na porcentagem de redugdo dos sélidos volateis. Por este método fixaram valores-

limite de toxicidade dos metais a flora anaerébia.

2.5 APLICABILIDADE DAS TECNICAS BIOHIDROMETALURGICAS NA DESCONTAMINAGAO

DE METAIS PESADOS EM LODOS BIOLOGICOS

Analisando o potencial de aplicabilidade da técnica biohidrometalGrgica na
descontaminag¢do de metais pesados em lodos bioldgicas, TYAG! et al., 1988) iniciaram os estudos
de adaptagdo desta técnica, obtendo bons resultados, que variavam de acordo com o metal
considerado.

Dependendo do tipo de lodo de esgoto considerado (primério, lodo ativado e lodo digerido),
varia a eficiéncia do processo de solubiliza¢do. Esta diferenga pode ser explicada principalmente
pela predominancia de determinados tipos de espécies inorganicas (HAYES & THEIS, 1978°).

Durante a digestdo anaer6bia, a quimica dos metais pesados é controlada n3o sé pela solubitidade

*HAYES, T.D. & THEIS, T.L. The distribution of heavy metals in anaerobic digestion. J. Water Pollut. Control Fed.,
50(1), 61-72. 1978
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dos precipitados inorgénicos, mas também pela adsorgio e posterior incorporacdo dos metais na
biomassa do digestor. Existem evidéncias que sugerem que os metais pesados associados com a
fragdo organica do lodo estdo menos disponiveis para a disposicdo no ambiente do que os
precipitados inorganicos (LEEPPER, 1972; CHANEY, 1973). No caso especifico de ambientes
acidos esperaria-se que os precipitados se solubilizassem rapidamente, no entanto para os metais
ligados & moléculas organicas, seria necessaria uma exposi¢do mais prolongada sob condigdes

mais Acidas para que ocorresse a remogao e recuperagio dos metais pesados.

2.5.1 METODOS DE DESCONTAMINACAO DE METAIS PESADOS EM LODOS BIOLOGICOS

Existem varios métodos que se propdem a realizar a diminui¢do da concentragio de metais

pesados em lodos biolégicos.

2.5.1.1 Biol6gicos

2.5.1.1.1 Acumulag¢ado de metais nas células de microrganismos

Este processo de descontaminagio se baseia no acumulo de metais pesados na parede celular dos
microrganismos, principalmente bactérias. As gram-positivas apresentam uma porcentagem de bio-
acumulagdo em tormo de 30% a mais que em relagdo as gram-negativas, (GOURDON et al., 1990).
LOWE & GAUDY (1989) propbe um método de tratamento modificado, que faria com que uma
populagcdo microbiana se desenvolvesse, e que esta teria propriedades de adsorcao de metais na
parede celular, iguais ou melhores a culturas puras especificas.

SCOTT et al.,(1986), em trabatho realizado com a camada de polissacarideos da membrana celular
do microrganismo Pseudomonas putida, reportou uma porcentagem de remocdo de 100% de
cadmio (na faixa de 0,5 - 1,5 mg/l), através da adsorgao realizada pela camada polissacaridica.
VENKOBACHAR (1990) , realizou trabalho com bio-adsor¢éo de metais pelos furigos Aspergillus
niger e Ganoderma lucidum. Em outro estudo utilizou-se o fungo Breftanomyces lambicus para
descontaminagdo do chumbo e zinco (WENZL et al., 1990)

SUYAMA et al. (1994) propds um novo biomaterial obtido a partir de uma membrana da casca de

ovo para reter cations metalicos em solugdes diluidas de lodo.
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2.5.1.2 Quimicos

2.5.1.2.1 Lixiviagado acida

O método quimico da lixiviagdo &cida, reportado por TYAGI et al. (1988), consistia na
adigdo de acido sulfirico até que ocorresse a lixiviagdo dos metais. Este método, altamente

oneroso, foi utilizado somente em escala laboratorial.
2.5.1.2.2 Tratamento com EDTA

Este tratamento consiste na quelagdo dos ions metdlicos através do EDTA, através de um efluente

especifico da industria petroquimica (KASAN & BAECKER, 1989; SHAY & ETZEL, 1992)

2.5.1.3 Quimico-biolégicos

2.5.1.3.1 Bactérias oxidantes de ferro nativas e adaptadas do proprio lodo

- Este método € apropriado para se confirmar a existéncia e se obter um lodo adaptado com uma
populagéo de bactérias oxidantes de ferro no lodo acima do normal, possibilitando que o processo
de bio-lixiviagdo se desenvolva. Consiste basicamente na incubagdo do lodo sob agitagdo, com pH
ajustado para 4.0 e com suplementacdo de ferro (Il). Quando o potencial redox sobe acima de 500
mV e o pH caia abaixo de 2.5, é transferida uma aliquota de 5% deste para um lodo fresco,
adicionado de 0,5% FeSO,4 x 7H,O. Este processo é repetido até que o potencial redox aumente
constantemente acima de 500 mV em 2 transferéncias consecutivas. Neste momento se assume
que exista uma populagao de Thiobacillus totalmente adaptada (TYAGI et al. , 1992; COUILLARD &
CHARTIER, 1991a; COUILLARD et al. , 1991b; COUILLARD et al. , 1991c; COUILLARD &

MERCIER, 1991d; COUILLARD & MERCIER, 1991; COUILLARD & MERCIER, 1990).
2.5.1.3.2 Bactérias oxidantes de ferro exéticas ao lodo

Sao utilizadas cepas padrdo (ATCC - American Type Collection Culture), do género Thiobacillus que

sdo entdo submetidas ao processo de biolixiviagdo (TYAGI et al., 1990)
2.6 DISPOSIGAO DO LODO EM SOLO

A disposicdo do lodo em solos agricolas, tem mostrado algum aumento na produgio

(BUCHGRABER & SCHECHTNER, 1989 °; BUGBEE et al., 1991; LERCH et al., 1990) e tem se
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comprovado que o nitrogénio e o carbono proveniente de lodos sio fontes de N e C, facilmente
assimilaveis (LERCH et al., 1992).

Além da utilizagdo do lodo de esgoto em solos agricolas como fertilizante e condicionador
do solo, existem 5 outros métodos bem utilizados de disposicdo no solo:

- lrmigacao;

- "Shallow lagooning”;

- "Trenching";

- "Disposal to refuse tips";

- "Land reclamation”;

O solo usado para estes métodos de disposi¢ao pode ser classificado como de sacrificio ou
preparo. Imigagdo, "Shallow lagooning” e entrincheiramento continuo sdo executados
permanentemente e intensivamente em pequenas areas de terra. Assim, devido ao nivel de
contaminagdo que resulta inevitavelmente das altas cargas de lodo aplicadas, esta se toma

inadequada para a agricultura, e provavelmente nunca serdo novamente.

2.7 MECANISMOS DE LIXIVIAGAO DE METAIS PESADOS POR Thiobacillus ferrooxidans

Existem basicamente 2 mecanismos de lixiviagdo de metais pesados por 7. ferrooxidans
2.7.1 DIRETO

Onde os sulfetos s&o oxidados a sulfatos pela bactéria.

Thiobacilli
MS + 20, > MSO,

2.7.2 INDIRETO

Onde os ions férricos produzidos pela oxidagcdo do ion ferroso pela bactéria reagem

quimicamente com os sulfetos metalicos para produzir Fe(ll), fechando o ciclo.

T. ferrooxidans

2Fe” + % 0, + 2H' > 2Fe* + H,0 (1)
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MS + 2 Fe* > M2 + 2Fe® + &°

Thiobacilli
s%+3/20,+H,0 > 2H' + SO,*

onde: MS = sulfeto metalico insolavel

O ion férrico é um oxidante potente € como tal é usado na hidrometalurgia para dissolugio
de vérios minerais. No entanto, durante as reagles o fon férrico se toma reduzido a ion ferroso,
uma forma quimica sem qualquer capacidade oxidante. Para formar o ferro trivalente, ele tem que
ser reoxidado de volta para o estado de oxidagdo mais elevado. Isto é feito geralmente com o
oxigénio em presenga de acido (vide equacgéo 1). A propriedade oxidante faz do ion férrico um dos
reagentes mais uteis na hidrometalurgia. a utilizagdo do ion férrico é seriamente afetado pela sua
lenta cinética de formagao, e varios métodos tem que ser investigados para aumentar a taxa de
oxidacao dos ions Fe(ll). A conclusao geral, considerando o aumento da velocidade de oxidagao do
ion ferroso, é que algum tipo de catalisador, como o diéxido de enxofre, carvdo ativado, ion clprico,
etc., tem que estar presente. Outro método para aumentar a taxa de oxidagao do ion ferroso € usar
bactérias apropriadas que necessitam oxidar o ion ferroso para ion férrico para satisfazer suas
necessidades energéticas de crescimento, como € o caso do Thiobacillus ferrooxidans..

A partir destes mecanismos, grupos de pesquisa canadenses iniciados por TYAGI et al.,
(1988) iniciaram experimentos para utilizagdo destes principios em lodos biol6gicos, objetivando a
descontaminagédo de metais pesados.

Os metais pesados nos lodos de estagfes de tratamento de esgotos, se encontram
geralmente na forma de sulfetos de metais pesados (MS), principaimente em lodos anaerébios,
devido a suas condi¢des redutoras (COUILLARD & MERCIER, 1990). E estes sulfetos podem ser
utilizados como substrato pelo T. ferrooxidans (WONG & HENRY, 1984). No entanto, estudos de
especiagdo de metais pesados em lodos anaerobios e aerobios mostraram ndo haver diferenca
significativa entre estes lodos referentes ao conteido de fraglo oxidavel que representa os sulfetos
metalicos e metais ligados organicamente. Sem alegar que o contetdo de sulfetos seja tao alto no
lodo aerébio do que no lodo anaerébio, podemos esperar que o lodo aerébio contenha uma fragéo

dos metais que estejam presentes como sulfetos (COUILLARD & MERCIER, 1990).
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Resisténcia a cations metalicos

A possibilidade de se utilizar bactérias do género Thiobacillus na lixiviagdo de metais
pesados € condicionada pela resisténcia inerente destes microrganismos as concentragoes de
metais pesados destas solu¢des. A caracteristica diferencial dos microrganismos do género
Thiobacillus, e em particular da espécie Thiobacillus ferrooxidans é a resisténcia, ndo compartilhada
pela maioria dos microrganismos a concentragéo de ions metalicos de mesma ordem de magnitude
dos processos hidrometalirgicos tipicos.

O efeito dos metais pesados nos microrganismos depende da sua concentragdo na solugdo
podendo ser bactericidas (os microrganismos s3o mortos), ou bacteriostaticos (o crescimento €
inibido mas os microrganismos ndo sdo mortos).

A tolerancia do Thiobacillus ferrooxidans aos cations metalicos é atribuida & habilidade das
células em excluir cations metalicos da sua estrutura intemna.

O conhecimento tedrico que permitiu acreditar na existéncia deste organismo em lodos de
esgoto foi obtido em estudo feito com 19 lodos (primérios, secundarios, anaerébios, aerébios e de
lagoas de estabilizagdo) do Canada e EUA, onde foi constatada a presenca de Thiobacillus em

todos (TYAGI et al., 1992)
2.8 GENERO Thiobacillus

Conforme o Manual de Bergey, Vol 4. , as bactérias do género Thiobacillus sdo gram-
negativas em forma de bastonete (~0,5 x 1,0-4,0um) com ailgumas espécies méveis por meio de
flagelos polares. Nao possuem formas de resisténcia conhecidas. Obtém energia da oxidagdo de
um ou mais compostos de enxofre reduzidos, incluindo sulfetos, enxofre, tiossulfato, politionatos e
tiocianato. O sulfato € o produto final da oxidagdo dos compostos sulfurados, embora o enxofre,
sulfitos ou politionatos possam sei acumulados. Algumas espécies podem obter energia também da
oxidagao do ion ferroso para o ion férrico. Todas as espécies podem fixar CO, pelo cicio Benson-
Calvin e sdo capazes de crescimento autotrofico. Algumas espécies sdo quimiolitotréficas

obrigatérias, enquanto que outras sdo capazes de crescer quimiorganotréficamente. O género inclui
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aerébios obrigatérios e tipos desnitrificantes facultativos. As espécies deste género exibem pH
6timo de crescimento na faixa de 2-8 e temperatura 6tima de 20-43°C.
Validade Taxonémica

Devido a grande heterogeneidade fisiol6gica e genética dos microrganismos deste género,
constatada pela relagdo mol% G+C do DNA, diversidade de homologia do DNA, variedades de
ubiquinona, conteido de Aacidos graxos e a existéncia de espécies quimiolitotroficas e
quimiorganotréficas, a validade taxonémica deste género pode ser discutida. O tnico fato que retne
estes microrganismos € que todas sao eubactérias em formato de bastonete que obtém energia

para o seu crescimento autotrofico da oxidagéo de enxofre inorganico.
2.9 Thiobacillus ferrooxidans

Conforme Temple and Colmer, 1951 - (Bergey’s manual - vol. 4), a espécie Thiobacillus
ferrooxidans consistem de bastonetes, geralmente Gnicos ou aos pares, 0,5 x 1,00 ym; moveis. A
linhagem-tipo € moével por um unico flagelo polar. Constituem pequenas colbénias (0,5 - 1 mm)
crescidas em agar tiosulfato ou tetrationato. O meio liquido com sulfato ferroso a pH 1,6 muda de
uma coloragio esverdeada para &mbar a marrom-avermelhada devido ao sulfato férrico. A pH
acima ou igual a 1.9 ocorre precipitacdo e incrustagdo consideravel com sulfatos férricos basicos
(jarositas).

Sao quimiolitotroficas e autétroficas obrigatérias. Oxidam e se desenvolvem em ferro (lf),
pirita, varios minerais de sulfetos, enxofre, tiosulfato ou tetrationato. Estritamente aerdbios. Podem
usar sais de amdnia e provavelmente nitratos como fonte de N. S@o capazes também de fixar
nitrogénio.

Temperatura 6tima: 30-35°C; faixa de crescimento de 10-37°C (nenhum crescimento a
42°C). pH 6timo: aproximadamente 2,5; Faixa de pH com crescimento: 1,3 - 4,5. Isolados em varios
locais do mundo onde existe ferro oxidavel, minerais , sulfetos e enxofre.

E importante ressaltar que na biohidrometalurgia, a identificacdc da bactéria como sendo
Thiobacillus ferrooxidans € baseada na observagao dos seguintes atributos (ROSSI, 1990):

- Crescimento como cultura pura em um meio de sulfato ferroso onde o ion ferroso é a tinica fonte

de energia;
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- Aerdbios obrigatorios:
- Mesdfilos
- Autétrofos

- Acidoéfilos

No entanto, deve se ter em mente que o microrganismos Thiobacillus ferrooxidans ndo é o Unico

capaz de oxidar o ferro e que exerce um papel importante nos processos bio-hidrometaldrgicos

2.10 TEORIA DE MONOD E SUA APLICAGAO NA CINETICA DO CRESCIMENTO DE

CULTURAS DE Thiobacillus

Analisando-se o status atual do cultivo continuo de microrganismos, € marcante a influéncia
que a teoria de MONOD (1941) exerceu e continua exercendo na &rea de pesquisa em
microbiologia, fermentagao e suas ramificagdes. Como uma semente no estabelecimento de uma
cultura em fermentacgdo, a fundamentag&o na qual a técnica de cultivo continuo se baseia e o ponto
de partida da qual varias modificacdes se estenderam.

A teoria de Monod foi baseada na anélise do crescimento exponencial em cuituras puras de
microrganismos, € um modelo essenciaimente matematico. Consequentemente tem as vantagens e
desvantagens que tal teoria matematica envolve. Os modelos matematicos sdo formados por
equacdes, de modo que se espera que a performance destes modelos reflitam somente o grau de
precisdo definidos pela(s) equagdo(des) usada(s), ndo importando qudo boas ou ruins sejam as
manipulagdes envolvidas.. Este é o ponto fraco e forte da teoria de Monod.

BARFORD e HALL, 1978° citado por DAWSON, 1985 consideraram a modelagem
matematica do crescimento microbiano em uma revisao recente e concluiram que o modelo Monod
ainda é o melhor exemplo na formulagdo de um modelo matematico para descrever o crescimento
microbiano. No entanto € importante considerar que o modelo Monod se baseia em premissas
simples, e é importante reconhecer estas limitacdes inerentes ao modelo.

O modelo Monod relata o crescimento em um meio simples e definido para a concentragao

de um nutriente limitante, sob condigdes ambientais constantes. Também assume que os
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microrganismos se desenvolvem de uma maneira uniforme (sob condicdes de crescimento
balanceado). Nestas condigbes, 0 crescimento é descrito por uma Gnica variavel, um unico passo
de uma reagdo com estequiometria restrita, de tal modo que o rendimento seja constante
(DAWSON, 1985).

O modelo convencional de Monod € (til para descrever o crescimento limitado pelo carbono
dos heterétrofos. Quando o substrato limitante do crescimento € incorporado como material celular.
Quando o Thiobacillus ferrooxidans € desenvolvido em ambiente contendo ferro reduzido, o
substrato limitante de energia ndo € incorporado como material celular. O modelo de Monod
depende de uma produgdo constante, que relaciona a taxa de crescimento especifico & remogao do
substrato. © modelo de Monod foi modificado também para acomodar a possibilidade que a
produgdo possa aumentar com o aumento da taxa de crescimento (i.e. manutencdo de energia).
Mas é menos adaptéve! a possibilidade de que o produto possa diminuir com o aumento da taxa de
crescimento.

A diminui¢do do produto com o aumento da taxa de crescimento € normalmente observada
em uma grande variedade de microrganismos crescidos em fermentadores sob a limitagdo de ions
inorganicos como o fosfato, magnésio, silicato, aménio, nitrato e vitaminas (B12). O modelo cinético
de armazenagem intema (Intemal stores model) proposto por Droop e modificado por Rhee tem
sido usado para descrever taxas de crescimento em fungdo de concentragdes intemas mais do que
extenas dos substratos limitantes. E essencial neste modelo cinético que os produtos variem
inversamente com a taxa de crescimento, desde que as concentragdes do substrato intracelular
aumentem com o aumento da taxa de crescimento. A aplicacdo tanto do modelo de Monod ou do
armazenamento interno para o crescimento de culturas de Thiobacillus ferrooxidans € limitado, mas
apesar destas limitagdes, ambos os modelos podem ser usados para descrever matematicamente o

crescimento e fungdes de oxidacédo de ferro (BRADDOCK et al., 1884).
2.11 FIXAGAO DE CO, EM MICRORGANISMOS

A principal via de redugdo do CO; para carbono orgénico é através do ciclo de Calvin, que

consiste em uma série de reagdes de fixacado, redugio e regeneragio da molécula aceptora de CO,.

4 BARFORD, J.P. & HALL, R.J., Evaluation of approaches to mathematical modelling of microbial growth, Process
Biochem., 22(8), 1978
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Os principais microrganismos que realizam a fixagdo de CO, sdo as bactérias aerdbias
quimiolitotréficas; bactérias fotossintetizantes, incluindo as cianobactérias; Espécies de
Pseudomonas; Actinomicetos, Rizébios; algumas bactérias metilotréficas e algas.

Com excegdo da especificidade do nucleotideo piridina da reagdo da desidrogenase
gliceraldeido fosfa.to, 0 esquema & 0 mesmo nos procariontes e eucariontes. O resultado bruto do
ciclo de Calvin € a producdo de uma molécula de triose fosfato a partir de 3 moléculas de CO,.
Embora este ciclo seja a via assimilatéria mais utilizada na biosfera, varias espécies autotréfcas
fixam CO, por rotas diferentes, como a redug@o do CO, para acetato (e outros acidos graxos de
cadeia curta) pelas bactérias acetogénicas ou metano pelas metanogénicas.

Algumas espécies de Thiobacillus facultativos s3o capazes de oxidar tanto compostos
sulfurados reduzidos como material organico. Na maioria dos casos a oxidagcio do substrato
orgéanico causa um bloqueio da repress&o da sintese do maquinario da fixagcdo de CO,. Em culturas
de batelada em substratos organicos T. novellus e T. versutus inibiram completamente o
metabolismo autotréfico, sugerindo que o metabolismo heterotréfico e autotréfico sdo
incompativeis.

Um dos principais catalisadores-chave do ciclo de Calvin é a Ribulose 1-5 bifosfato
carboxilase/oxigenase (RuBPC/O), que é sem duivida, a proteina mais abundante na biosfera, e
provavelmente a enzima mais estudada. A raz3o da sua abundancia se deve provavelmente & sua
baixa eficiéncia como catalizador. Com um “tumover” de 1.000 para 2.000 mol de CO, fixados por
mol de enzima por minuto. H4 necessidade que as células sintetizem grandes quantidades desta
enzima para que ela sobreviva somente com 0o CO, como fonte Gnica de carbono. A RuBPC/O

catalisa também a oxigenélise do RuBP, resuiltando eventualmente na produgdo de &cido glicélico

(TABITA, 1988).



42

3. MATERIAL E METODOS

3.1 - ESQUEMA DAS ATIVIDADES REALIZADAS NO TRABALHO DE TESE

FIGURA 5 - ESQUEMA DAS ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE A TESE
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3.2 AMOSTRA

As amostras de lodo utilizadas nos experimentos de cultivo do lodo artificial e
enriguecimento de Thiobaciilus foram coletadas na Estagao de Tratamento de Esgotos Belém (ETE

- Belém) da Companhia de Saneamento do Parané - SANEPAR (Curitiba - Paran4 - Brasil).
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3.3 REAGENTES

Tabela 3 - Reagentes utilizados

Material Fabricante Descri¢do
1,10 fenantrolina Merck Ci2HgN- x H,O
Acetato de amonia ACS Merck CH;COONH,
Acetato de cadmio cristalizado P.A. Baker Cd(CH;COO0) x 2H,0O
Acetato de chumbo cristalizado Ecibra Pb(CH,COO), x 3H,0O
PA.
Acetato de cobre P.A. Merck
Acetato de sodio Cristalizado P.A. Merck CH;COONa x 3H-0
Acetato de zinco P.A. Merck (CH3C00),Zn x 2H-.O
Acido cloridrico P.A. Merck HCI
Acido Nitrico P.A. Merck HNO;
Acido sulfarico P.A. Merck H.SO,
Agarose Type IVP.A. Sigma
Bacto-peptona Difco
Dextrose P.A. Difco
Enxofre P.A. Merck S elementar
ferricianeto de potassio P.A. Merck K;[Fe(CN)s]
Fluoreto de potassio P.A. Merck KF
Fosfato de potassio dibasico P.A. Merck K,HPO,
Haxacianoferrato (I1) de potassio Merck K4[Fe(CN)¢] x 3 H-O
trihidratado P.A.
Sulfato de Magnésio Reagen MgSO, x TH,O

PA.

Sulfato ferroso heptahidratado P.A.  Merck FeSO, x TH-O
Sulfeto de sodio Merck Na,S

3.4 SELEGCAO DOS METAIS PESADOS ESTUDADOS

Para este estudo foram escolhidos os elementos cobre (Cu), zinco ( Zn), chumbo(Pb) e
cadmio (Cd) seguindo os seguintes critérios:

- Fitotoxicidade

- Zootoxicidade

- Concentragdo média nas amostras de lodo estudadas:

Elementos como o cobre, zinco sdo considerados essenciais, desempenhando papel
biolégico importante tanto em animais como vegetais, porém em niveis relativamente elevados,
como o0s encontrados nas amostras de lodo analisadas, também excercem efeitos deletérios. O
mercurio, que apesar de ndo ser essencial e ser altamente toxico ndo foi incluido por nio
apresentar concentragdes no lodo estudado que justificassem seu estudo. O cromo, iniciaimente

considerado neste estudo, foi recentemente eliminado da lista dos principais metais pesados que
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restringem o uso de lodos em solos, pois em estudo conduzido pelo EPA (EPA, 1995; IZSAKI et al.,
1989), ndo foi demonstrado nenhum retardamento no crescimento de vegetais até a concentragio
de 3.000 kg/hectare. Além disso, foram feitos estudos de exposigao ocupacional de tratoristas, que
trabalharam em solos que receberam lodos com concentragbes de cromo até 3.000 kg/hectare.
Neste estudo Ievo'u-se em conta também que somente uma porcentagem minima deste cromo se
encontra na forma hexavalante, e a maior parte na forma trivalente (a menos téxica) (EPA, 1995).
Como a biolixiviagdo atua basicamente com sulfetos. O Cromo ndo é encontrado nesta forma, e
sim na forma de hidréxido, devido principalmente aos respectivos produtos de solubilidade. O
cromo acaba se precipitando como hidréxido de cromo antes que se forme o sulfeto de cromo.

O mercario e o cddmio sdo conhecidos por seus efeitos acumulativos, e mesmo estando em

concentrag8es baixas podem ser potencialmente perigosos. Nenhum destes dois elementos é

essencial.

3.5 SELEGAO DA CONCENTRAGAO DOS METAIS PESADOS ESTUDADOS

Como este trabalho se baseia principalmente nos estudos de biolixiviagdo do grupo de
pesquisa canadense, resolveu-se adotar os limites maximos permitidos de metais pesados do
Canada (Tabela 4). Como o cobre ndo consta nesta legislagdo, adotou-se o valor de 500 mg/kg
(valor adotado pela Bélgica - Tabela 4). Assim, temos as seguintes concentragdes, que foram

utilizadas nos experimentos: (500 mg/kg Pb; 20 mg/kg Cd; 1850 mg/kg Zn e 500 mg/kg de Cu).
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Tabela 4 - Concentragdo maxima permitida de metais pesados (mg/kg peso seco) em lodos
considerados aceitaveis para uso agricola

Pais Cd Zn Cu Ni Pb Cr Mn Mo Co As Se Hg

Belgica 500 500 - 20 10 25 10

i

3333

- - 20 180 75 14 5

£33

33332
Rtklﬁgﬁg

3

{

Dinamarca 8 - 30 400 -- -- - -- - - 6
Finlandia 30 5000 3000 500 1200 1000 3000  -- 100 -- -- 25
Franca 20 3000 1000 200 800 1000 -- -- 20 - 100 10
Alemanha 20 3000 1200 200 1200 1200 -- -- -- - -- 25
Paises Baixo 10 3000 1500 100 300 200 500 -- 20 -- -- 10
Noruega 10 3000 1500 100 300 200 500 .- 20 - -- 7
Suécia 15 10000 3000 S00 300 1000 -- - 50 -- -- 8
Suiga 30 1000 1000 200 1000 1000  -- 20 100 - -- 10
Fonte: WEBBER et al., 1983
3.6 EQUIPAMENTOS
Tabela 5 - Equipamentos utilizados

Material Fabricante
Centrifuga 10.000 RPM Sorvail
pHmetro digital e medidor do Oriba
potencial redox
Espectrofotdometro Siel 500 Siel
5 aeradores para aquario Brasil
2 Cubas de 10 litros
Banho-maria com agitagdo Fanem
Banho maria sem agitagdo Fanem

Sistema de deionizagio de agua

Milli-Q - Microfiltragio de agua Millipore
Pipetador automatico

Bomba de vacuo

3.7 MEIOS DE CULTIVOS

Os meios de cultivo para bactérias ferro oxidantes requerem cuidados adicionais na hora do
preparo, pois ao contrario das bactérias heterétrofas comuns, as primeiras nio toleram muito bem
altas concentragbes de matéria orgénica, chegando a inibir seu desenvolvimento. Uma série de

trabalhos abordou a problematica do cuitivo das bactérias do género Thiobaciflus (SILVERMAN &
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LUNDGREN, 1959; TUOVINEN & KELLY, 1973; TYAGI, 1991a; JONES & KELLY, 1983), pois o
rendimento energético da oxidacdo de compostos inorgdnicos é menor que o da utilizacdo de

substratos orgénicos, fazendo com que seja necessario um tempo maior de incubagdo para o

crescimento de uma biomassa razoavel.
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3.7.1 MEIO 9K MODIFICADO EM CONCENTRAGAO SIMPLES PARA Thiobacillus ferrooxidans

- Solugédo 1 (saisde base)............ccccccvreeieriiiiii 700 ml
- solugdo 2 (fonte de enengia)...........ccceveeeiivemiiiiiieiiniee e, 300 ml

a) Preparar a solucdo 1 (sais de base) com a seguinte composicao:

- Sulfato de AmONIo [(INH4)2S04 Joee oot 3g

- Sulfato de Magnésio (M@SOs TH20). ..ot 0.5g
- Fosfato de Potassio dibasico (KoHPOg). ... uuiieeiie i, 0.5g
- Cloreto de potassio KCI ... e e 0.1g
- Nitrato de CAICio [CA(NO3)2) . ..uviiieeiieeiiie ettt e ens 0.01g
- ACidO SUIFIRCO [H2S04 TN] .o 1 ml
S H D e et e e e ennens 700 mi

pH final apds esterilizacdo: 2,8 a 3,0
Para o preparo dessa solugdo, pesar os reagentes e acrescentar 700 mL de agua destilada. Ajustar
o pH para 2,8 a 3,0. Esterilizar em autoclave.
b) Preparar a solu¢ao 2 (fonte de energia) com a seguinte composigao:
~ Sulfato ferroso (FESO, X THO) .ot 4422g¢
- 4gua destilada
Para esse preparo, pesar 44,22 g de sulfato ferroso, colocar em baldo volumétrico de 300
mL e completar o volume com agua destilada. Homogeneizar até a completa dissolucdo do sulfato
ferroso e esterilizar por filtragdo em membrana com porosidade de 0,20 ym.
C) juntar as solugfes 1 € 2 e, com todos os cuidados de assepsia, distribuir volume de 10 ml em
tubos de ensaio estéreis tamponados de 16 mm x 150 mm.
d) os tubos de ensaio, contendo o meio 9K modificadu, podem ser armazenados sob refrigeracio,

durante o periodo maximo de 2 semanas.
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3.7.2 MEIO T&K

- SOUGAO dE SIS ... e e 800 ml

- S0lugd0 de Sulfato fEITOSO ........ccieiiiiiiiiiieie e 200 mi

= (NH8)2S04 v 044
= KoHPO, e 04g
“MGSO4 X THO. ... 0449
-HO Destilada ..o 800 ml

-H,SO4 (1 N) q.s.p. para pH 1.8

Esterilizar em autoclave 20 minutos/120°C

Solugdo de Sulfato Ferroso

- FeS0O4 x 7H,0
-H,ODestilada ...........ocovvviiiiiiiiiieeeei 200 mi

Obs: antes de adicionar o sal na solugdo de Sulfato Ferroso , ajustar o pH com Aacido
sulfarico (1 N) para 1,8. Esterilizar por membrana filtrante 0,45.

Deixar esfriar a solugo de sais e misturar as duas solugdes.

Para obtencao de meio sélido , utilizar agarose da inlab (HSA 42°C - MR : 0,13 - Cod:
1740)



3.7.3 MEIO T&K MODIFICADO

- SOIUGED AE SIS ...eeeeeeeiiiieeeee e eeeeeee et e e 800 ml
- Solugao de SUlfato ferTOSO ... 200 mi
Solugdo de Sais

 (NH2)2S04 coeoeeeeeeeeeeeeee e, 0,59

cKaHP O, oo, 0,59
S MGSO4 X THIO oot eeeeeeeeeen 0,5g
< Hy0 DEStIAAR ... 800 mi

- H,S0O4 (1 N) q.s.p. parapH 1.8
Esterilizar em autoclave 20 minutos/120°C
Solugio de Sulfato Ferroso
-FeSOsX THYO .o, 3339

-H,ODestilada ...........ccoooveeviiiiiieee, 200 mi
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Obs: dissolver os sais da solugdo de sais e a de sulfato ferroso separadamente em agua ja

acidulada com acido sulfurico (1 N) para 1,8. Esterilizar a solugdo de sulfato ferroso por membrana

filtrante 0,45um.

Deixar esfriar a solugdo de sais e misturar as duas solugoes.
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3.8 METODO DE ENRIQUECIMENTO DE Thiobacillus DE LODOS DE ESGOTOS

Para a obten¢do de uma solugdo enriquecida com bactérias do género Thiobacillus de lodos
de esgoto, tentou-se adotar a metodologia utilizada por TYAGI et al.,(1992), que consistia
basicamente em:

Aliquotas de 150ml de lodo sdo transferidas para erlenmeyers de 500 ml. O pH do lodo é
ajustado para 4.0 com 4cido sulfurico 2N e adiciona-se 0,75g de FeSO,4 x 7H,0 & cada frasco.

Os lodos para aclimatagéo bacteriana sdo incubados a temperatura ambiente (21°C +- 1°C)
sob agitagdo. Ap6s a adaptacg@o inicial, quando o potencial de 6xido-reducéo alcangar 500 mV e o
pH diminuir para 2.5 ou abaixo, 5% do lodo acidificado € misturado com 150 mi do lodo fresco
correspondente contendo 0,5% FeSO,4 x 7H,O e incubado em seguida. Este passo é repetido até
que o aumento do ORP (Potencial de Oxido-redugdo) para 500 mV seja constante em 2
transferéncias consecutivas. Nesta fase, considera-se que os as bactérias estejam bem adaptadas
(TYAGI et al, 1992).

A presenca de microrganismos oxidantes de Fe®* nos lodos adaptados é constatada
misturando-se 1 ml do lodo adaptado em 100 ml de meio 9K (pH 2.8) (item 3.7.1) contendo 44 g.
FeSO, x 7 H,0O por litro, preparado de acordo com LACEY & LAWSON (1970). As amostras s&o
incubadas por 4 semanas. Se uma coloracdo vermelho-escura-marrom e/ou precipitado aparecer, a
amostra é considerada positiva para a presenga de bactérias oxidantes de Fe®*. Duas amostras-
controle s3o utilizadas (sem a adicdo de sulfato ferroso e outra com lodo esterilizado contendo 0,5%
de sulfato ferroso) para distinguir-se entre a oxida¢ao biolégica e quimica do ferro.

Para determinar a capacidade de solubilizagdo de metais das bactérias nativas oxidantes de
ferro, um volume de 200 ml de cada lodo ajustado & pH 4.0 foi suplementado com 0.5% FeSQ, e
um inéculo @ 5% (lodo adaptado) foi utilizado para os experimentos de lixiviagdo em frascos
erlenmeyers de 500 ml. Amostras de 15 m! foram retiradas dos frascos a cada 2 dias para analises
quimicas. As amostras foram centrifugadas & 20.000 x g por 15 minutos e 0s metais na porgéo
liquida analisados.

Nesta metodologia, o tempo de incubagdo necessario para aumentar o potencial de dxido-

reducéo (ORP) para 500 mV foi de 11 a 28 dias para todos os lodos. Ap6s a adaptacdo, a
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inoculagdo de cada lodo com a microfiora oxidante de ferro ( no lodo adaptado) precisou entre 2 a

10 dias para aumentar o ORP para 500 mV (Ver esquema na FIGURA 6)

FIGURA 6 - ESQUEMA DA METODOLOGIA ORIGINAL DE ENRIQUECIMENTO DE TIOBACILUS
DE LODOS BIOLOGICOS

Aliquota de 150
ml da amostra

0,75 g FeSO4x 7H,0

r H,S04 2N qsp para pH 4.0
Amostra de

lodo

Ertenmeyer 500 ml

9% do lodo acificado é
misturado com 150 ml __,_~lnwha950 sob agitagao
de lodo fresco conten- 125 ipm 21°C +-1°C

do 0,5% FeS04 x 7H,0

- ORP => 500 mV
em 2X consecutivas ?

Thiabacillus
adaptado

Para as condigbes do trapaiho acima discutido, os autores deierminaram que o potencial
redox ideal para a maxima solubilizagdo dos metais deveria ser de 450-500 mV.
Esta metodologia acima ndo dava as respostas esperadas, provavelmente devido ao alto

teor de matéria organica deste lodo em especifico, que fazia com que as leituras eletroquimicas
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fossem muito instaveis, dificultando qualquer analise. Assim optou-se por uma modificagdo no
método, na qual se centrifugou o lodo para que as particulas de matéria organica maiores se

sedimentassem. Assim, procedeu-se da seguinte maneira:

3.8.1 METODO MODIFICADO DE OBTENGAO DE UMA CULTURA ENRIQUECIDA DE

Thiobacillus

- Centrifugou-se aproximadamente 40 mi da amostra de lodo (1000 rpm / 5 minutos) ,
retirando-se o sobrenadante.

- O sobrenadante foi diluido nas seguintes diluigdes: 10°, 10°, 107, 10%, 10°, e incubado
em meio T&K (pH 2,0) (item 3.7.23.7.2) sob agitagdo ( 27°C).

- Centrifugou-se o lodo a 1000 rpm por 5 minutos, somente para precipitagdo dos sélidos,
fazendo com que somente a matéria organica solivel se mantivesse, desfavorecendo o
desenvolvimento de microrganismos que utilizassem este substrato.

- Retirou-se o sobrenadante e fez-se diluigdes em solugdo salina 0,85% 10™ até 10°
(volume final de 10ml) e adicionou-se estas diluicdes em 90 mi de meio T&K. Obtendo as diluigdes

finais de 10° até 10",
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3.9 METODO ELETROQUIMICO COMO FORMA DE ACOMPANHAR A VELOCIDADE DE

OXIDAGAO DO iION FERROSO A iON FERRICO NA PRESENGA DE Thiobacillus ferrooxidans

O método oficial para se determinar a concentragdo do ion ferroso em solugédo € o da orto-
fenantrolina (APHA et al. , 1992) e se baseia na formacdo do complexo colorido entre 3 moléculas
de orto-fenantrolina com um atomo de ion ferroso, que € quantificado com um espectrofotdmetro.
Este método tem o inconveniente de n&o fomecer resultados imediatos, além de ser
instrumentalmente mais exigente. PESIC et al., (1989) realizaram um trabalho mostrando que é
possivel se validar o método eletroquimico através do método oficial da orto-fenantrolina em
solugbes de sulfatos com oxigénio, na presenca de Thiobacillus ferrooxidans, com a finalidade de se
avaliar a atividade da bactéria. No trabalho deste grupo de pesquisa foram comparados dois
sistemas de células eletroquimicas. A primeira célula formada por um eletrodo de trabalho de pirita
€ um eletrodo de referéncia de calomelano e a segunda por um eletrodo de trabatho de piatina € um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. Esta comparag¢do foi realizada a fim de validar-se a célula
eletroquimica que utiliza o eletrodo de platina, pois o eletrodo de pirita, apesar de ser o mais
adequado para a medi¢gdo da oxidagdo do ion ferroso a férmrico, ndo est4 comercialmente disponivel,
e pode ser alterado no processo de medigdo. Estes autores concluiram que o eletrodo de platina se
presta muito bem para o acompanhamento da oxida¢do do Fe®.

Para a checagem do correto funcionamento da célula eletroquimica, foram utilizadas duas solugdes

com potencial redox fixo, cuja composigao é especificada na T4BELA 6 e na TABELA4 7

TABELA 6 - REAGENTES PARA PREPARO DA SOLUGAO-PADRAO 234 MV

Solugdo-padréo 234 mV

Ferrocianeto trihidratado de potassio 214q.
Ferricianeto trihidratado de potassio 8,25 g.

Agua destilada (q.5.p.) 500 ml




TABELA 7 - REAGENTES PARA PREPARO DA SOLUGAO 300 MV

Solugao-padrao 300 mV

Ferrocianeto trihidratado de potassio 214q.
Ferricianeto trihidratado de potassio 8,25g.
Fluoreto de potassio 16,95 g.
Agua destilada (q.s.p.) 500 mi

3.10 METODO DA 1,10 - FENANTROLINA PRA DETERMINAGAO DE Fe (li)

No contexto deste trabalho, este método foi utilizado para a validagdo do método
eletroquimico no acompanhamento da cinética de oxidagao do ferro 1!, e foi baseada nos trabalhos
de PESIC et al., (1989)

O Fe* reage com a 1,10 - Fenantrolina para formar o complexo de cor vermelho-alaranjado
[(C12H5N2)3Fe]2’. A intensidade da cor é independente da acidez no intervalo de pH de 2-9 e €
estavel por longos periodos. O Fe® pode ser reduzido com cloreto de hidroxilaménio ou com
hidroquinona. Prata, bismuto, cobre, niquel e cobalto interferem seriamente, do mesmo modo
perclorato, cianeto, molibdato e tungstato. O complexo de orto-fenantrolina ferroso ( e o perclorato)
pode ser extraido com nitrobenzeno, para a medida da absorbéncia em 515 nm contra um “branco”.

Tanto o Fe®* como o Fe* podem ser determinados espectrofotometricamente; 0 complexo
de Fe” laranja - avermelhado absorve em 515 nm, e ambos os complexos de Fe® e de Fe™
amarelo tem idéntica absorcdo em 396 nm, sendo as intensidades aditivas. A solucio, levemente
acida por adigdo de 4&cido sulfurico, é tratada com 1,10-fenantrolina e tamponada com
hidrogenoftalato de potassio em pH de 3,9; a leitura em 396 nm dé4 o ferro total e em 515 nm da o

Fe®.
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3.11 METODO DE SINTESE DOS SULFETOS DE METAIS PESADOS

Como as amostras de lodo utilizadas nao continham altas concentragbes de metais
pesados, foi necessaria a contaminacao artificial. Para isso foram sintetizados sulfetos dos metais
pesados, que foram obtidos reagindo o acetato ou sulfato dos metais desejados com sulfetc de

sédio (Na,S). As réac;bes para cada um dos 4 metais utilizados sdo as que se seguem:

Sulfeto de cadmio

Cd(CH;3CO0); x 2H,O + Na,S --—- >CdS ¥ (meio levemente acido)

Sulfeto de Zinco
(CH3CO0),Zn x 2H,0 + + NayS ——m——-w> ZnS 4 neutro/OH"

Sulfeto de Cobre

CuSO4 x 5H,0 + Na,S - > CuS | (HCI 1M forte)

Sulfeto de Chumbo

Pb(CHsCOO0), x 3H,0O + Na,S —> PbS { (neutro a levemente acido)

Apés a reagdo de precipitagdo, aquece-se a solugdo por 20 minutos, resfria-se e procede-se a
fitragdo em papel de filtro qualitativo. E feita a “lavagem” do filtrado varias vezes com &gua
deionizada até que o odor caracteristico de acido acético se dissipe. O filtrado é ento colocado em

estufa & 100 graus celsius para desidratagdo. E feita a raspagem dos sulfetos no papel de filtro e

entdo moidos em almofariz de quartzo , para entdo serem utilizados.

3.12 METODO DE ANALISE DE METAIS PESADOS

Foi utilizada a metodologia de andlise de metais pesados preconizada pela CETESB - SP .

- Coleta-se uma aliquota de 50 ml de cada tratamento;

- Filtra-se com membrana de 0,45 ym. O filtrado vai em recipiente plastico diretamente para andlise
por espectrofotometria de absorcao atdbmica;

- O materia! retido na fitragéc per membrana € colocado em bécker de 250 m, e feito o ategus
quimico com 40 ml de agua régia (4cido nitrico e acido cloridrico na proporgso 3:1), até que o

volume se reduza para aproximadamente 40 ml;
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- Apo6s o ataque ¢ feito a filtragdo para baldo de 50 ml, e enviada andlise por espectrofotometria de

absorgao atdémica.

3.13 CULTIVO DO LODO ARTIFICIAL

3.13.1 CONTAMINAGAO ARTIFICIAL DO LODO

ApoOs a determinagdo da concentragdo dos metais pesados em varios lodos de esgoto
disponiveis para estudo (ver seqiiéncia de tabelas a seguir, concluiu-se que a concentracdo nestes
era baixa para o tipo de experimento pretendido, assim optou-se para a contaminagao artificial com
os sulfetos destes metais. Estes dados s3o resultado do projeto de destinacdo final do lodo de

esgoto, conduzido pela Sanepar (Companhia de Saneamento do Parana).
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TABELA 8 - VARIAGAO DA CONCENTRAGAO DE METAIS PESADOS NO LODO AEROBIO DA ETE - BELEM -
SANEPAR (CURITIBA, 1995)

Obs: As amostras correspondem ao mesmo material coletado ao longo de 2 meses

FIGURA 7 - VARIAGAO DA CONCENTRAGAO DE METAIS PESADOS NO LODO AEROBIO DA

Amostra Cr Zn Pb Ni Cu Hg Cd
1001 180 757 115 95 473 nd nd
1002 190 880 130 66 520 nd nd
1003 165 837 127 72 454 24 nd
1004 175 855 140 68 440 19 nd
1005 183 790 102 68 310 16 nd
Média 824 123 73,8 439 1,18

178,6

ETE - BELEM - SANEPAR (CURITIBA , 1995)

mg/Kg

Variacdo da Concentragdo de Metais Pesados no Lodo da

ETE Belém

8

1002

1004

1005
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TABELA 9 - VARIACAO DA CONCENTRAGAO DE MACROELEMENTOS (%) E PROPRIEDADES
FISICO-QUIMICAS DO LODO AEROBIO DA ETE - BELEM

amostra N total P205 K20 Ca Mg pH Cinzas P total M.O total C total C/N Umidade
1001 478 167 0,36 1,03 0,34 56 30,2 347 58,5 32,5 7:01 11,3
1002 582 281 046 122 045 59 356 3,92 63,2 351 601 1,16
1003 6,36 243 065 104 035 56 278 345 69,2 38,5 6:01 2,92
1004 664. 269 042 107 042 58 27,7 3,71 69,9 38,8 6:01 24
1005 598 268 066 1,18 0,37 58 254 3,84 66,3 36,8 6:01 8,75
Média 5916 246 051 1,11 0,39 574 29,34 3,678 65,42 36,34 6:01 5,306

Obs: As amostras correspondem ao mesmo material coletado ao longo de 2 meses

FIGURA 8 - SEQUENCIA DE GRAFICOS MOSTRANDO A VARIACAO NA CONCENTRAGAO DE
MACROELEMENTOS E PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DO LODO AEROBIO DA ETE -

BELEM
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TABELA 10 - VARIAGAO DA CONCENTRAGAO DE METAIS PESADOS NO LODOANAEROBIO
DE RALF'S (REATORES ANAEROBIOS DE LEITO FLUIDIZADO)

Amostra Cr Zn Pb Ni Cu Hg Cd
1001 58 415 60 41 71 nd nd
1002 55 475 65 36 82 1,7 nd
1003 68 430 60 45 83 nd nd
1004 40 465 70 40 120 0,8 nd
10056 71 495 65 40 90 nd nd

meédia - 584 456 64 40 89 0,5

Obs: As amostras correspondem ao mesmo material coletado ao longo de 2 meses

FIGURA 9 - VARIAGAO DA CONCENTRAGAO DE METAIS PESADOS NO LODO ANAEROBIO
DE RALF’S (REATORES ANAEROIOS DE LEITO FLUIDIZADO)

Variacdo de Metais Pesados no Lodo de Ralfs

mg/Kg




TABELA 11 - VARIAGAO DA CONCENTRAGAO DE MACROELEMENTOS E PROPRIEDADES
FiSICO-QUIMICAS DO LODO ANAEROBIO DE RALF'S (REATOR ANAEROBIO DE LEITO

FLUIDIZADO)
Amostra Ntotal P20 K20 Ca Mg pH Cinzas P total M.O total Ctotal C/N Umidade
5
1001 192 048 036 071 031 64 586 078 351 19,5 10:01 6,2
1002 25 08 04 08 041 62 61 094 37 205 801
1003 232 067 031 083 034 68 595 086 386 214 901 1,78
1004 161 055 0,19 0,75 02 75 481 066 262 145 9.01 25,7
1005 24 067 025 082 037 62 557 084 388 21,5 9:.01 5,43
média 215 063 031 079 0326 662 5658 0816 3514 1948 7,822

Obs: As amostras correspondem ao mesmo material coletado ao longo de 2 meses

FIGURA 10 - SEQUENCIA DE GRAFICOS MOSTRANDO A VARIACAO NA CONCENTRACAO
DE MACROELEMENTOS E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO LODO ANAEROBIO DE
RALF’S (REATOR ANAEROBIO DE LEITO FLUIDIZADO)
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Devido a concentragdo baixa, optou-se pela contaminacdo artificial do lodo por sulfetos
metdlicos pelos seguintes motivos:

- A eficiéncia ou ndo do processo de biolixiviagdo poderia ser comprovada com mais
clareza, ndo ficando mascarada pela sensibilidade do instrumento analitico utilizado (Absorg¢do
atdbmica ou ICP Plasma) ou pela margem de erro maior inerente & baixas concentragdes ;

- A fracdo dos metais que interessaria que fosse afetada no processo seria exatamente a
insoluvel, que se precipita junto com o lodo na forma de suifetos metélicos

- O mecanismo de acgdo das bactérias do género Thiobacillus, se baseia principalmente na

acdo em cima de sulfetos;

3.14 LODO ARTIFICIAL

A metodologia de cultivo do lodo artificial foi utilizada somente para obtencdo de um lodo
estavel para a realizacdo dos experimentos de biolixiviagéo, evitando assim a variagio inerente &
coletas em diferentes condigdes, facilitando a comparagdo dos resultados. A metodologia original
(DAZAI 1980) recomenda cultivar o lodo artificial usando uma solug&o nutriente contendo glucose
(33.33g/L); Polipeptona (33,33g/L) e Fosfato de potassio (3.3 g/L). Durante o experimento as
seguintes tarefas tem que ser feitas diariamente:

- Parar a aeragdo e esperar 30 minutos para que o lodo se decante no fundo;

- Descartar o sobrenadante e completar no mesmo nivel com agua de tomeira;

- Adicionar 100 mi do substrato (Solugdo Nutriente);

- Altemac@o de fases aerébias e anaerobias (3 horas de aeragiio com baixa agitagdo e 3

horas de baixa agitacdo somente).



FIGURA 11 - ESQUEMA DE CULTIVO DO LODO ARTIFICIAL
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- E necessério o uso de agua de tomeira, pois formece microelementos necessérios ao

crescimento bacteriano;

Apos a discussdo deste método, concluimos que para os propdsitos de biolixivagdo as

seguintes modificagdes seriam adequadas:

- Uso de aeracdo continua ao invés de altemacao de fases aerébias/anaerdbias;
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- Apébs o periodo de pré-cultivo (aproximadamente 1 més) os sulfetos de metais pesados
sd0 adicionados e se tomam estaveis (quanto & concentragdo) por aproximadamente 1 semana a
10 dias;

Para se comprovar a estabilidade do lodo, faz-se diariamente o calculo do VL (Indice

Volumétrico do Lodo), obtido da seguinte forma:

IVL = 8Dy =mi/iL = ml/jg
SSVia g/l
Onde:

SD3, = Decantac¢do do lodo apés 30 minutos (mi/l)

SSV,, = Sdlidos em Suspensao no tanque de aeragio

O SSV,, € obtido da seguinte forma:
- Uma membrana de fibra de vidro é seca 1 hora a 110C;
- A membrana é resfriada em um dessecador e pesada;
- uma aliquota de lodo de 10 ml é filtrada através desta membrana;
- Seca-se a membrana por 2 horas a 110 C;
- Pesa-se a membrana novamente e através da diferenga de peso o SSV,, é calculado.
Com o acompanhamento diario deste par@metro, é possivel detectar quando o lodo se

tomou estavel quanto ao seu teor de sélidos e quanto & velocidade de decantagéo.
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3.15 CONFIRMAGAO DE ESPECIE

As biohidrometalurgia utiliza como provas de identificacdo da presenga de Thiobacillus
ferrooxidans , somente a comprovagao da caracteristica acidofilica (crescimento em pH 2,0), e
crescimento em meio inorgénico, tendo o ferro como fonte de energia (a partir da oxidagdo do Fe?'

para Fe* (ROSSI, 1990)
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3.16 EXPERIMENTO DE BIO-LIXIVIAGAO

Para a realizacdo deste experimento foram utilizadas cubas de 2,5 L contendo 1 litro de lodo

padronizado pelo método de cultivo de lodo artificial (Ver item 3.13 - CULTIVO DO LODO
ARTIFICIAL, pag. 56). Este experimento teve a duragdo de trés dias.

Foram utilizados 4 tratamentos, descritos a seguir:

3.17 DESCRIGAO

3.17.1 TRATAMENTO 1 (T1)

Controle negativo, contendo somente o lodo obtido pelo método de cultivo artificial.
Este tratamento objetiva monitorar as alteragbes no lodo utilizado no experimento dentro das

mesmas condigdes do experimento

3.17.2 TRATAMENTO 2 (T2)

Lodo com pH corrigido para 4,0 (com H,SO, 1N), mais sulfetos de metais pesados.
Neste tratamento pretende-se descontar qualquer possivel lixiviagdo quimica que ocorra com a

adicdo de acido sulfurico para corregdo do pH.

3.17.3 TRATAMENTO 3 (T3)

Lodo com pH corrigido para 4,0 (com H,SO, 1N), mais sulfetos de metais pesados, mais sulfato
ferroso (FeSO,4 7H,0)

Este tratamento tem 0 mesmo objetivo do anterior, porém verificando se a adigdo de sulfato ferroso

afetaria também na lixiviagdo quimica.
3.17.4 TRATAMENTO 4 (T4)

Lodo com pH corrigido para 4,0 (com H,SO, 1N), mais sulfetos de metais pesados, mais sulfato
ferroso (FeSO, 7H;0), mais in6culo do Isolado de Thiobacillus ferrooxidans (100 ml cultivado em
meio T&K 5 dias).

Neste Gltimo tratamento € que ocomreria o processo de biolixiviagao.
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3.17.5 VARIAVEIS MONITORADAS

Para que pudéssemos obter resultados conclusivos neste experimento, foi necessario que 0s
seguintes paradmetros fossem monitorados:

- Potencial de 6xido-reducao: foi feita a medigdo de cada tratamento a cada 24 horas

- pH: foi feita a medicdo de cada tratamento a cada 24 horas

- Sélidos totais: Feita a determinag&o no inicio e no final do tratamento.

- Concentragdo dos metais estudados na fragdo soluvel e insolivel dos 4 tratamentos, do inicio e do
final do experimento.

- Concentragdo de micro e macroelementos no lodo original e no lodo apés o processo de bio-

lixiviagao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 METODO ELETROQUIMICO

O método eletroquimico adotado (Vide item 3.9-, pag.53) mostrou ser adequado para o
monitoramento da atividade de oxidagao do ion ferroso pelas bactérias ferro oxidantes.

Como pode-se constatar que entre uma medi¢do e outra do potencial redox dos meios de
cultivo onde eram incubados as bactérias, a utilizagdo de uma solugéo de hipoclorito de sédio 40%
foi eficiente na prevengao de contaminagao cruzada.

A adogdo das solugdes-padrao 234 mV e 300 mV (Tabela 6 e Tabela 7) para verificagdo do
funcionamento correto do sistema de medig&o eletroquimico foi de grande valia, pois foi possivel se
estabelecer um procedimento de checagem antes de cada medigdo. As solugbes se mostraram
estaveis ao longo do tempo do experimento, ndo sendo necessdria a preparacio de novas

solugdes. A seguir estdo colocadas as leituras destes padrdes ao longo do tempo (FIGURA 12):
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FIGURA 12 - LEITURAS ELETROQUIMICAS DAS SOLUGOES-PADRAO DE CALIBRAGAO

Padroes de calibragao redox

o
g
< —=—300 Mv
>
-
E

EEEREEEESS 5323333
28R & 28I LR & &

TABELA 12 - LEITURAS ELETROQUIMICAS DAS SOLUGCOES-PADRAO DE CALIBRACAO

Dia 234 mV 300 Mv
19/mai 221 290
20/mai 222 294
21/mai 225 295

21b 227 296
22/mai 224 295
23/mai 221 293
24/mai 223 294
25/mai 220 294
17/jun 221 292
20/jun 224 300

229 299
23/jun 227 297
27/jun 227 301

1/jul 226 297

2/jul 230 300

3/jul 224 296

6/jul 224 294

8/jul 225 297

4.2 METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Este método, discutido no item “3.10 - METODO DA 1,10 - FENANTROLINA PRA

DETERMINAGAO DE Fe (), pag. 54" foi importante no processo de validagdo do método
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eletroquimico, pois a partir deste, pode-se obter resultados de correlagdo entre os resultados destes
dois métodos.

Foram necessarias vérias tentativas para se assimilar e utilizar este método. A seguir sdo
enumerados os aspectos de maior relevéncia na sua utilizagéo:

- E necessario um excesso de 1,10 fenantrolina para que ocorra o desenvolvimento da cor.

- Tomar cuidado com a exposi¢ao excessiva a luz solar, sendo recomendado que se proteja
o baldo volumétrico com papel aluminio.

- Nao deve ser feita a édicéo do tampédo as solugcdes que forem utilizadas para leituras

eletroquimicas, pois 0 mesmo “estabiliza” as leituras.

FIGURA 13 - CORRELACAO ENTRE O METODO ELETROQUIMICO E O

ESPECTROFOTOMETRICO

Absorb. redox

Método O-fen X Eletroq. 0 0.003 156

Experimento 2 10 0,023 187

250 20 "~ 0,043 208

200 30 0,062 221

40 0,09 229

130 50 0,113 240

100
(r = 0,9978 para absor¢gdo e r =
para leitura eletroquimica)

mV vs. Ag/AgCI

50

0 = ¢ 4 ¥
0,003 0,023 0,043 0,062 0,09 0,113

Absorb. 510 nm
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TABELA 13 - CORRELACAO ENTRE O METODO ELETROQUIMICO E O
ESPECTROFOTOMETRICO - REPETICAO

Conc. Abosrb. Redox
Grafico de correlagio entre o método 0 0,015 192
eletroquimico e espectrofotométrico 10 0,037 211
20 0,056 226
30 0,081 237
40 0,105 246
50 0,135 252

mV vs. Ag/AgCl

0,015 0,037 0,056 0,081 0,105 0,135
© - -Absorbancia --510 nm

4.3 LODO ARTIFICIAL

Com este método, discutido no item 3.13“CULTIVO DO LODO ARTIFICIAL, pag. 56”, foi

possivel se obter um lodo estavel ao longo dos experimentos, possibilitando uma melhor

comparacio de resultados.

4.4 ENRIQUECIMENTO E CULTIVO DE Thiobacillus ferrooxidans

4.4.1 METODO MODIFICADO DE OBTENGAO DE UMA CULTURA ENRIQUECIDA DE

Thiobacillus ferrooxidans

A seqiiéncia de graficos e tabelas a seguir mostra o comportamento eletroquimico da
cuttura enriquecida, dando uma idéia do comportamehto, quanto a oxidagao do ferro, ao longo do

tempo.
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FIGURA 14 - PRIMEIRO REPIQUE DA CULTURA DE TIOBACILUS ENRIQUECIDA A PARTIR
DO LODO - LEITURAS ELETROQUIMICAS
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TABELA 74 - PRIMEIRO REPIQUE DA CULTURA DE TIOBACILUS ENRIQUECIDA A PARTIR
DO LODO - LEITURAS ELETROQUIMICAS

Tempo Cepa enriq. Repeticao Branco
1 278 277 276
2 297 298 292
3 327 325 311
4 361 358 326
5 398 397 337
6 549 554 342
7 565 562 351
8

9 558 564 352
10 555 560 354
11 554 560 359
12 553 559 362
13 552 559 365
14 551 558 367

Nesta segunda incubacdo, pode se observar bem a diferenga na resposta entre o branco e os
erienmeyers com o inéculo. A maior velocidade de oxidagdo do ferro se da & partir do 4° dia, se
estabiiizanao em seguida, devido a exaustao 4o ion terroso.
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FIGURA 15 - SEGUNDO REPIQUE DA CULTURA DE TIOBACILUS ENRIQUECIDA A PARTIR DO LODO - LEITURAS
ELETROQUIMICAS
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TABELA 15 - SEGUNDO REPIQUE DA CULTURA DE TIOBACILUS ENRIQUECIDA A PARTIR DO
LODO - LEITURAS ELETROQUIMICAS

Tempo Lodo Repeticao Branco
1 292 292 288
2 302 302 294
3 324 323 310
4 355 351 322
5 390 382 331
6 439 416 337
7 554 548 342
8 565 561 349
9

10

11 583 568 361
12 571 569 364
13 575 570 369
14 569 567 369
15 573 571 374
16 573 572 375
17 576 573 376
18 576 572 378
19 573 573 380
20 576 574 387
21 571 570 409
22 573 569 522
23 571 565 599
24 565 563 610

25 564 564 608
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Aqui também mais uma vez se repete o aumento na velocidade de oxidacao do ion ferroso & partir
do 4° dia. A partir do 20° dia ocorreu a contaminagdo do branco, fazendo com que ocorresse
resposta semelhante no branco. Nesta fase ainda se utilizava o alcool como desinfetante do
eletrodo. Apbs discussido deste procedimento na apresentagdo dos resultados no laboratério ,
chegou-se a concluséo que o hipoclorito de sédio € o desinfetante mais recomendado.

FIGURA 16 - TERCEIRO REPIQUE DA CULTURA DE TIOBACILUS ENRIQUECIDA A PARTIR DO
LODO - LEITURAS ELETROQUIMICAS
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TABELA 16 - TERCEIRO REPIQUE DA CULTURA DE TIOBACILUS ENRIQUECIDA A PARTIR
DO LODO - LEITURAS ELETROQUIMICAS

Tempo Cult. enriq.  Branco
1 327 322
2 347 329
3 369 334
4

5

6 552 351
7 565 355
8 577 360
9 578 362
10 588 366
11 592 368
12 596 369
i3 5338 372
14 601 373
15 603 373
16 601 375
17 600 377
18 594 379
19 600 381

20 600 384
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Comportamento semethante a segunda incubagdo, onde estima-se também que o aumento da
velocidade de oxidag&o se de ap6s o quarto dia.

FIGURA 17 - QUARTO REPIQUE DA CULTURA DE TIOBACILUS ENRIQUECIDA A PARTIR DO

LODO - LEITURAS ELETROQUIMICAS
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LODO - LEITURAS ELETROQUIMICAS

Tempo Cult. enriq. Branco Temp. amb. Branco Ar
Temp.

1 319 313 314 308 308
2 329 323 319 312 311
3 338 333 325 318 318
4 351 341 332 323 323
5 369 348 345 327 327
6 402 353 364 333 333
7 553 357 375 337 337
8 565 362 383 339 339
9
10 574 367 396 345 345
11 580 37 402 348 347
12 582 372 406 350 351
13 583 374 410 351 352
14 585 376 414 352 353
15 585 378 418 355 355
16 588 379 425 356 355
17 589 381 432 360 357
18 588 382 441 362 361
18 590 385 451 367 362
20 592 387 462 375 363
21 594 383 479 384 362
22 598 389 503 391 364

TABELA 17 - QUARTO REPIQUE DA CULTURA DE TIOBACILUS ENRIQUECIDA A PARTIR DO
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4.42 MEIO DE CULTURA

Dos meios de cultura liquidos recomendados pela bibliografia para crescimento de
Thiobacillus ferrooxidans, o0 meio T&K (TUOVINEN & KELLY, 1973) modificado apresentou o
melhor resultado, tanto na facilidade de preparo, como na resposta de crescimento. O pH 1,8 deste
meio previne a precipitacao do ferro Il

O meio 9K (SILVERMAN & LUNDGREEN, 1959), também recomendado para o cultivo de

Thiobacillus ferrooxidans, foi utilizado somente no inicio dos experimentos.

4.5 SINTESE DOS SULFETOS DE METAIS PESADOS

Como houve uma discrepancia nas concentracdes de metais pesados obtidas no
experimento de biolixiviagao, foi feita a determinacdo da pureza dos sulfetos obtidos através da
pesagem de 0,1 g de cada sulfeto em um bécker unico, feito o ataque com A4gua régia e

determinada a concentragdo com absorgdo atémica. Foram obtidas os seguintes resultados:

Tabela 18 - Determinag&o da Pureza dos Sulfetos de metais sintetizados

Elemento Conc. Esperada Conc. Obtida Pureza
(PPM) (PPM) (%)
Cobre 665 550 83
Cadmio - 778 550 71
Zinco 671 550 82

Chumbo 866 750 87
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4.6 BIO-LIXIVIAGAO

No processo de bio-lixiviagdo, puderam ser observados 0s seguintes aspectos :

- A atuagdo bacteriana que realizou a bio-lixiviagao;

- Ao contrario do esperado, ndo houve inibicdo da populagdo microbiana heterétrofa apds a
adicdo dos sulfetos de metais pesados.

- Boa eficiéncia do processo de solubiliza¢do dos metais

Tabela 19 - Valores do Potencial de 6xido-redugdo (mV) monitorados ao longo do experimento de
biolixiviac&o

Tratamento 1° dia 2° dia 3° dia
1 382 330 302
2 299 280 272
3 238 249 238
4 257 238 239

Tabela 20 - valores de pH monitorados ao longo do experimento de biolixiviacao

Tratamento 1° dia 2° dia 3° dia
1 4,43 443 5,16
2 6,56 6,22 6,94
3 5,22 5,14 5,15
4 5,00 5,02 5,08

Na Tabela 19, ao contrario do esperado, houve um decréscimo no potencial redox ao
longo dos 3 dias do experimento, assim como o pH (Tabela 20) que apds a corregdo para pH 4,0
subiu. Isto se deve provavelmente ao alto teor de matéria orgénica, que fez com que ocorresse um

fenémeno de tamponamento do pH.
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Tabela 21 - Determinagdes da concentragdo de metais pesados no experimento de biolixiviagéo -
Tratamento 1 (somente lodo)

Inicio Fim
Elemento soltvel (ppm) Insolavel (ppm) Soluvel (ppm) Insotavel (ppm)
Pb <05 <05 <0,5 <05
Cd < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05
Zn <0,010 1,0 < 0,010 1,0
Cu <0,05 0,63 < 0,050 0,60
Ni <0,1 <0,1 <0,10 <0,10
Fe 0,30 51 <0,10 49,0
Cr <0,1 <0,1 <0,10 <0,1

No tratamento 1(somente lodo ), pode-se constatar que as concentragdes de metais

estavam a niveis bem baixos, tanto na fragao soliivel como na insoluvel.

Tabela 22 - Determinagdes da concentracdo de metais pesados no experimento de biolixiviagao -
Tratamento 2 (Lodo + metais pesados)

Inicio Fim
Elemento solavel (ppm) insolavel (ppm) Sotavel (ppm) Insoldvel (ppm)
Pb <05 145 <0,5 147.5
Cd < 0,05 9,0 < 0,05 7,0
Zn 37 775 2,0 775,0
Cu < 0,05 175 < 0,050 175,0
Ni <01 <01 <0,10 < 0,10
Fe <01 50 <0,10 50,0
Cr <01 <0,1 <0,10 <0,1

Neste tratamento (tratamento 2 - Lodo + metais pesados), pudemos observar os metais se

apresentavam na forma insoluvel no inicio do tratamento como no final.
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Tabela 23 - Determinagdes da concentragdo de metais pesados no experimento de biolixiviagao -
Tratamento 3 (Lodo + metais pesados + Acido sulfurico (pH 4,0 + Sulfato ferroso)

Inicio Fim
Elemento solavel (ppm) Insoluvel (ppm) Solavel (ppm) insoltivel (ppm)
Pb <05 135 <G5 132,5
Cd < 0,05 9,0 < 0,05 9,0
Zn 600 450 650 475,0
Cu < 0,05 175 0,09 150
Ni <0,1 <01 < 0,10 < 0,10
Fe 575 142,5 215 375,0
Cr <01 <01 <0,10 <01

Neste tratamento (tratamento 3 - Lodo + metais pesados + acido sulfarico (pH 4,0) + sulfato
ferroso), pode se observar que o chumbo, ca&dmio e cobre permaneceram insoluveis tanto no inicio
como no final do tratamento. O zinco se solubilizou acima de 50% logo apés a adigdo de &cido
sulfurico, e permanecendo neste nivel até o final do tratamento, mostrando que para este elemento

a adi¢do de acido ja é suficiente para ocorrer a solubilizagdo.

Tabela 24 - Determinagdes da concentrafo de metais pesados no experimento de biolixiviagao -
Tratamento 4 (Lodo + Metais pesados + Acido Sulfurico (pH 4,0) + Sulfato ferroso + in6culo de
Thiobacillus ferrooxidans )

Inicio Fim
Elemento solavel (ppm) Insolavel (ppm) Soluvel (ppm) Insoluvel (ppm)
Pb <0,5 125 107,5 < 0,05
Cd 0,18 9.0 8,0 <05
Zn 725 300,0 375,0 375,0
Cu < 0,05 150,0 125,0 < 0,050
Ni <0,1 <01 <0,10 <0,10
Fe 825 425,0 525,0 525,0

Cr <01 <01 <0,10 <0,1
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Neste tratamento (Tratamento 4 - Lodo + metais pesados + &cido sulfurico (pH 4,0) +
sulfato ferroso + Thiobacillus), pode-se observar que no inicio do tratamento os metais se
encontravam na forma insollivel, com excegdo do zinco, que como comprovado através do
tratamento 3, j4 havia se solubilizado somente com o abaixamento do pH. E no final do tratamento,
o chumbo, cddmio e cobre haviam se solubilizado, estimando-se a eficiéncia de biolixiviacido em
tomo de 80%. Com excegdo do zinco que teve 50% de sua fragdo na parte insoitvel e a outra
metade na fragdo solavel.

Ao contrario da biohidrometalurgia, que trabalha a biolixiviagdo em condigdes inorganicas, a
lixiviacdo em lodo se realiza sob condigdes bem diferentes, possuindo alto teor de material org&nico
(soluvel e insoluvel). Esta condigdo fez com que aparentemente se alterassem os mecanismos, e
entrassem em jogo outras varidveis. Os dados do experimento mostram que a biolixiviagdo ocorreu
de fato, mas ndo seguindo as mesmas vias que ocorrem na biohidrometalurgia, pois ocorreu a
diminuicdo do potencial de Oxido-reducdo e aumento do pH, enquanto era esperado um
comportamento oposto (Aumento do potencial redox e diminuicdo do pH). Isto sugere uma provavel
solubilizagdo dos metais pesados através da sua interacdo com a fragdo solivel da matéria
organica, que solubilizaria estes elementos. E importante destacar que qualquer que seja o
mecanismo de biolixiviagdo envolvido, 0 microrganismo Thiobacillus ferrooxidans teve atuagao

fundamental, pois sem este, a solubilizacdo ndo ocorria.



80

Na Tabela 25 estdo esquematizados os dados referentes as propriedades fertilizantes do
lodo. E importante ressaitar, que no caso do seu aproveitamento agricola, este é adensado ainda
cerca de 15 a 20 vezes, e feita a calagem, assim estas concentragdes seriam peio menos 15 vezes

maiores.

Tabela 25: Determinag:ées fisico-quimicas das propriedades fertilizantes do lodo

N total P total K Ca pH Umidade MO Ctotal C/N Cinzas
Tratamento g/100 (g/100 solavel (g/100 %  (g/100 (g/100 (g/100
mg mg) (g/100 mg) mg) mg) mg)
mg)

1 0,23 0,037 0,081 0,0032 5,3 97,8 0,58 0,32 1:01 53

2 0,22 0,037 0,067 0,003 6,5 978 041 0,22 1:01 6,8

3 0,21 0,083 0,09 0,004 54 97,9 0,36 2:01 11,9

4 0,21 0,085 0,126 0,0058 5,3 96,5 1,1 061 3:01 134
LA 0,26 0,048 0,109 0,0033 5,7 972 056 031 1:.01 48

* L.A. - Lodo Attificial

Ao compararmos os valores do tratamento 4 com o L.A. - Lodo artificial, que é o lodo que
foi utilizado no experimento, mas que continuou recebendo nutrientes (lodo do tratamento 1 é o
mesmo, s6 que durante os 3 dias do experimento ndo recebeu nutrientes), teremos um parametro
para compararmos se 0 processo de bio-lixiviagdo de metais pesados lixivia também os elementos
que tornam o lodo um bom fertilizante agricola. Assim, ao compararmos o Tratamento 3 com o 4,
ndo observamos alteragdes significativas.
Comportamento do zinco

O zinco foi o elemento que apresentou uma resposta diferenciada dos outros sulfetos
estudados, ja4 apresentando solubilizagdes diferenciadas nos inicios dos tratamentos 2, 3 e 4, como

mostrado na FIGURA 18.
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FIGURA 18 - PORCENTAGENS DE SOLUBILIZAGAO DO ZINCO NO EXPERIMENTO DE BIOLIXIVIAGAO DE METAIS
PESADOS

% de solubllizacdo

2 3 4

Tratamento

A solubilidade crescente nos tratamentos 2, 3 e 4 se deve ao favorecimento, também
crescente, das condigdes 6timas de lixiviagdo (pH mais acido e presenca do ion férrico)

A maior solubilidade do sulfeto de zinco no inicio dos tratamentos acima citados pode ser
explicada pelo seu produto de solubilidade (Kps), que € o maior, em relacéo ao Kps dos outros
sulfetos estudados (Tabela 26), ou seja a solubilidade do sulfeto de zinco € a maior do que todos os

. outros avaliados, fazendo com que ja ocorra a lixiviagédo no inicio do processo.

Tabela 26 - PRODUTOS DE SOLUBILIDADE (Kps) DOS SULFETOS UTILIZADOS NO
EXPERIMENTO DE BIOLIXIVIACAO DE METAIS PESADOS

Sulfeto Kps
cds 1,0x10°
Cus 8,0x 107
PbS 7.0x10%
Zns 1,6 x10%

Fonte: O'CONNOR, Rod. Fundamentos de Quimica. Harbra. Sdo Paulo. 1977
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5. CONCLUSAO

O lodo ativado utilizado ndo continha concentragdes de metais pesados acima dos

L 2

limites preconizados pela legislagao intemacional.

¢ O uso da técnica do lodo artificial, consorciada com a contaminacao artificial por sulfetos
dos metais estudados possibilitou um methor controle de variaveis intervenientes na
avaliagdo da bio-lixiviago.

¢ Foi confirmada a presenga de Thiobacillus ferrooxidans no lodo ativado da ETE-Belém -
Sanepar (Curitiba).

¢ O processo de bio-lixiviagdo apresentou eficiéncia média de 95% para o cadmio,
chumbo e cobre, utilizando-se de cepas nativas do lodo, mas os pardmetros de potencial
redox e pH nao corresponderam.

¢ A bio-lixiviagdo ndo diminuiu as concentragdes de nutrientes (N, P, K) do lodo ativado,

nao inviabilizando sua utilizagio agricola.
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6. GLOSSARIO

Acidofilismo (Acidophilism): Habilidade de crescer bem quando inoculado em meio & pH menor ou

igual a 3. (HARRISON, apud ROSSI, 1994)

Adensamento (Thickening): Baixa forca de separacdo dos solidos da 4gua, por gravidade ou

flotagdo (EPA, 1984).

Autotrofismo (Autotrophism): Habilidade de crescer em um meio completamente inorganico com

di6xido de carbono como fonte de carbono (KETCHUM, 1988).

Bio-lixiviag#&o (Bioleaching):E um processo de dissolugdo de rochas, concentrados produzidos por
métodos minerais convencionais ou componentes de produtos metallrgicos, catalisado por

microrganismos adequados (ROSSI, 1990)

Conteido moie percentual Guanina + citosina - Mol% G+C : Entre as bactérias os valores mol%
G+C varia de 24 - 75 e o valor é constante para um dado organismo. Bactérias intimamente
relacionadas tem valores mol% G+C similares. No entanto é importante observar que dois
organismos que tenham valores Mol% G+C préximos nao sdo necessariamente relacionadas; isto €
por devido a este valor ndo levar em conta o amranjo linear dos nuclectideos no DNA (BERGEY,

1994).

Desidratagao (Dewatering): Alta pressao/forca de separagdo da 4gua dos sélidos (EPA, 1984

)

Efluente: Refere-se 3 4gua que sai do clarificador final, e deve estar livre de matéria oganica
dissolvida ou suspendida e conter 0 minimo de componentes minerais como NH, , NO; e PO,>

pois estes elementos podem induzir ao processo de eutrofizacdo (Efluente ?).
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Eletrodo combinado : Um sensor no qual o eletrodo sensor e o eletrodo de referéncia estdo
alojado em um corpo (Eletrodo combinado ?).

Eletrodo de Referéncia: E a metade do par de eletrodos que prové um potencial constante apesar
da composigdo da solugdo. O potencial desenvolvido pelo eletrodo sensor ¢ medido contra o
potencial de referéncia para dar um potencial total do sistema que pode ser convertido para o nivel
dos elementos monitorados. Existem varios tipos de eletrodos de referéncia:

- Eletrodo-referéncia de calomelano: Tem um elemento de referéncia intemo de
mercurio/cloreto de mercurio (mercurous chloride). A solugdo de enchimento é geraimente KCI
saturado, também pode ser cloreto de mercurio saturado. Este eletrodo embora seja muito usado
para pH, ndo é recomendado para uso com outros eletrodos ion-seletivo pois eles se equilibram
mais vagarosamente que os eletrodos de prata/cloreto de prata apés mudangas de temperatura.

- eletrodo-referéncia de prata/cloreto de prata: Tem um elemento de referéncia intemo de
prata e cloreto de prata. A solugdo de enchimento deve conter cloretos e ser saturada com respeito
ao cloreto de prata. Solugdes saturadas de KCi, 1M KCi sdo geralmente usadas. Este eletrodo, com
melhores caracteristicas térmicas que o de calomelano, sdo preferiveis para medidas precisas de

pH e medidas ion-seletivas (Eletrodo de referéncia ?).

Equacao de Nerst : Uma descricdo matematica do comportamento de eletrodos:
E=E,+23RT/nFlog A

E é o potencial total, em milivolts, desenvolvido entre o eletrodo-sensor e o eletrodo-
referéncia; E, é uma constante que depende principalmente do eletrodo de referéncia; 2,3 RT/nF é
o fator de Nerst (R e F sdo constantes, n é a carga do ion, incluindo o sinal, T é a temperatura em
graus Kelvin); e A é a atividade do ion ao qual o eletrodo est4 respondendo.

Fator de Nerst: o termo 2,3 RT/nF na equagdo de Nerst, que € igual (3 T = 25°C) para 59.16
mV quando n = 1 e 29.58 mV quando n = 2, e que inclui o sinal da carga do ion no termo n. A
equegio de Nerzt varia de acordo com a temperatura)

Influente: Se refere ao esgoto que chega 3 ETE para ser tratado.
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IVL (indice Volumétrico do lodo): E um indice utilizado para avaliar as condigdes de uma Estagio
de Tratamento de Efluentes (ETE) num dado momento.

Lodo de esgoto (Wastewaster Sludge): € um co-produto do tratamento do esgoto, contendo
geralmente 93 4 99,5% de agua, além de sélidos € substéncias dissolvidas que estavam presentes

no esgoto e que foram transformados durante o processo de tratamento (EPA, 1984).

Lodo primario (Primary siudge): E gerado durante o tratamento primario do esgoto, remove 0s
s6lidos que se sedimentam mais facilmente. Este lodo contém 3 a 7% de sélidos; Geralmente a

porcentagem de agua pode ser faciimente diminuida por adensamento (EPA, 1984).

Lodo Secundario (Secondary Sludge): Geralmente denominado de “lodo de processo biolégico”,
pois é gerado pelo processo secundario de tratamento biolégico, incluindo os sistemas de lodo
ativado e dos sistemas de crescimento aderido como os “trickling filters”. O lodo secundario tem
uma concentragio baixa (0,5 a 2%) e é mais dificil de ser adensado e desidratado que o lodo

primario.

Lodo Terciario (Tertiary Siudge): E produzido por processos avangados de tratamento, tais como a
precipitago quimica e filtrag&o. As caracteristicas do lodo terciario dependem do processo de
tratamento de esgoto que o gerou. Lodos quimicos resultam destes processos que adicionam
substancias quimicas como cal, polimeros orgénicos, aluminio e sais de ferro. A adicdo de cal ou

polimeros methora o adensamento e a desidratacao (EPA, 1984) .

Mesofilismo (mesophilism): Habilidade de ter crescimento 6timo a temperaturas entre 20 a 50

graus celsius (KETCHUM, 1988)

Poteiitial Retox - Redox Potential (ORF): £ o potencial desenvoivido por um cletrodo meidiico
quando colocado em uma solugédo contendo um elemento quimico em dois estados de oxidagio

diferentes.
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Quimiolitotrofismo (chemolithotrophism): Habilidade de ganhar toda sua energia da oxidagéo de

compostos inorganicos (KETCHUM, 1988)

SDy, (Sludge decantation after 30 minutes): Teste rapido que avalia principalmente presenga de

bactérias filamentosas no lodo biolégico.

SSV,, (Sdlidos em Suspensdo no tanque de aeragdo): Método de avaliacio dos sdélidos em

suspensio no lodo biolégico.
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