UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA CAMPUS CASCAVEL
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA AGRICOLA:

RECURSOS HIDRICOS E SANEAMENTO AMBIENTAL

REMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS POR METAIS PESADOS USANDO

BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO A PARTIR DE RESIDUO AGROINDUSTRIAL

LARISSA KUMMER

CASCAVEL - Parana - Brasil

Fevereiro - 2014



LARISSA KUMMER

REMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS POR METAIS PESADOS USANDO

BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO A PARTIR DE RESIDUO AGROINDUSTRIAL

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacéao
em Engenharia Agricola em cumprimento parcial
aos requisitos para obtencao do titulo de Doutor em
Engenharia Agricola, area de concentracdo em
Recursos Hidricos e Saneamento Ambiental.

Orientadora:

Profa. Dra. Simone Damasceno Gomes
Co-orientadores:

Profa. Dra. Glaucia Maria Pastore

Prof. Dr. Vander de Freitas Melo

CASCAVEL - Parana - Brasil

Fevereiro - 2014



Dados Internacionais de Catalogag&o-na-Publica¢ao (CIP)

Ficha catalografica elaborada por Jeanine da Silva Barros CRB-9/1362

K98r Kummer, Larissa
Remediacéo de solos contaminados por metais pesados usando
biossurfactante produzido a partir de residuo agroindustrial. / Larissa
Kummer — Cascavel, PR: UNIOESTE, 2014.
198 f.; 30 cm.

Orientadora: Profa. Dra. Simone Damasceno Gomes

Coorientadora: Profa. Dra. Glaucia Maria Pastore

Coorientador: Prof. Dr. Vander de Freitas Melo

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual do Oeste do Parana.

Programa de Pé6s-Graduacao Stricto Sensu em Engenharia Agricola,
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas.

Bibliografia.

1. Manipueira 2. Elementos-trago. 3. Isotermas. 4. Surfactina. 5.
Bacillus subtilis. 6. Passivo ambiental. |. Universidade Estadual do Oeste
do Parana. IlI. Titulo.

CDD 21. ed. 630

Texto revisado: portugués, inglés e normas por Dhandara Soares de Lima em 10/06/2014.




LARISSA KUMMER

"Remediagao de solos contaminados por metais pesados usando biossurfactante
produzido a partir de residuo agroindustrial”

Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduagao “Stricto Sensu” em Engenharia
Agricola em cumprimento parcial aos requisitos para obtencao do titulo de doutor em

Engenharia Agricola, 4area de concentragdo Recursos Hidricos e Saneamento Ambiental,

aprovada pela seguinte banca examinad7

Orientadora: Prof?. Dr?. Sig® e/'Eigmasbeno Gomes

Centro de Cié;ﬂ{ias Exatas e Tecnologicas, Unioeste

&

TOhowe O DAdewo
Prof?. Dr2. Tatiane Cristina Dal Bosco

Coordenagao de Engenharia Ambiental, UTFPR

1
o Lo ,@»-gt% cofluos
Prof®. Dr* "Morgana Sus2zek Goncalves

Departamento de Ambiental, UTFPR
N
If'll |
¢ U ,_?/fﬁw —
Prof2. Dr?. Lueidne Sene
Centro de i

Cascavel, 21 de fevereiro 2014.



BIOGRAFIA RESUMIDA

Larissa Kummer, nascida em 27 de julho de 1983 na cidade de Curitiba, estado do Parana.
Graduada em Tecnologia em Quimica Ambiental pela Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana (UTFPR) campus Curitiba (2006) e mestre em Ciéncia do Solo pela Universidade
Federal do Parana (UFPR) campus Curitiba (2008) com a dissertacao intitulada “Mineralogia
e fracionamento de metais pesados em solos de area de mineracdo e processamento de
chumbo, Adriandpolis-PR”, sob orienta¢do do Prof. Dr. Vander de Freitas Melo. No primeiro
semestre de 2010 ingressou no Doutorado em Engenharia Agricola: Recursos Hidricos e
Saneamento Ambiental na Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE)
Campus Cascavel, orientada pela Profa. Dra. Simone Damasceno Gomes. Em 2009
assumiu o cargo de professora de Ensino Basico, Técnico e Tenolégico na UTFPR Campus
Francisco Beltrdo, onde permaneceu até 2012. Atualmente é professora da mesma
instituicdo no campus Curitiba.



"Se tu estas verdadeiramente comprometido com tua meta, 0 universo inteiro conspira a teu
favor para que aparecam os instrumentos e as pessoas que te permitirdo logra-la”.

Goethe

“O sucesso nasce do querer, da determinacdo e da persisténcia em se chegar a um
objetivo. Mesmo nédo atingindo o alvo, quem busca e vence os obstaculos, no minimo fara
coisas admiraveis”.

José de Alencar

“Aguele que cede ante ao obstaculo, que desiste diante da dificuldade ja perdeu a batalha
sem a ter enfrentado. N&o raro, o obstaculo e a dificuldade sdo mais aparentes que reais.
Mais ameacadores do que impeditivos. SO se pode avaliar apds o enfrentamento. Ademais,
cada vitdria conseguida se torna aprimoramento da forma de vencer e cada derrota ensina a
maneira como nao se deve tentar a luta. Essa conquista é proporcionada mediante o
esforco de prosseguir sem desfalecimento e insistir apés cada pequeno ou grande
insucesso. O objetivo deve ser conquistado, e, para tanto, a coragem do esfor¢o continuo é
indispensével. Muitas vezes sera necessario parar para refletir, recuar para renovar forgas e
avancar sempre. E uma salutar estratégia aquela que faculta perder agora o que é de
pequena monta para ganhar resultados permanentes e de valor expressivo depois.”

Joana De Angelis

Vi



DEDICATORIA

Para que este projeto de enriquecimento profissional e pessoal se concretizasse foi
necessario abdicar de muitas horas de convivio familiar, de muitos momentos de partilha e
interacdo com aqueles que me sdo muito especiais.

Esta dedicatdria vai para toda a minha familia, especialmente meus pais, que me
incentivaram, deram forca e ajudaram sempre que necessario com toda a paciéncia. Dedico
também aos meus amigos que me proporcionaram momentos de alegrias em diversas

etapas em que me sentia desanimada e com dificuldades para continuar.

Vii



AGRADECIMENTOS

Quando iniciamos nossa jornada ndo imaginamos quanto trabalho vamos ter e entdo
chega-se ao fim desta etapa e percebemos que sua concluséo s6 foi possivel pois muitas
pessoas colaboraram. Cada um foi muito especial durante todo este periodo de estudos e
sou muito grata a todos, pois o valor de uma ajuda, orientacédo, andlise, companhia, palavra
e carinho sdo imensos! Quero aqui expressar de coragdo 0s meus agradecimentos a
algumas pessoas em especial.

Agradeco em primeiro lugar a Deus, pela vida, pela saude e pela forca necessaria
para alcancar mais este objetivo;

A meus pais, por todo o amor, o carinho, 0s ensinamentos, pelo incentivo emocional
e por serem meu porto seguro nas horas mais dificeis. A toda a minha familia que sempre
torceu pela minha vitoria;

A minha orientadora, professora Simone Damasceno Gomes, pela confianca
depositada em mim em todas as etapas desse trabalho, que aceitou o desafio de me
orientar em uma nova area de pesquisa. Obrigada pela orientacdo, o carinho, a amizade,
por toda a ajuda e por sempre acreditar em mim;

Ao professor Vander de Freitas Melo, pela co-orientagdo, em especial pela atencéo,
a paciéncia, os ensinamentos, a confianca e a amizade durante os j4 varios anos de
convivio;

A co-orientadora professora Glaucia Maria Pastore, que gentiimente cedeu as
instalacdes do laboratério de Bioaromas da Unicamp para a etapa de produgédo do
biossurfactante;

A minha amiga e colega Morgana Suszek Gongalves, pelo incentivo para iniciar o
doutorado neste Programa de Pds-graduacdo e pelo seu companheirismo, sempre com
palavras amigas de estimulo e encorajamento. Muito obrigada;

A querida amiga Natassia Jersak Cosmann, que me ajudou muito na preparacio das
amostras e analises no HPLC e que sempre esteve disposta a me auxiliar e trocar idéias
sobre os biossurfactantes. Muito obrigada;

Aos amigos e colegas do programa, em especial a Shaiane Dal' Maso Lucas,
Douglas Guedes Batista Torres, Cristiane Andreani, Natassia Jersak Cosmann, Larissa
Schmatz Mallmann, que apesar de ndo termos a oportunidade de maior convivio, os
encontros sempre foram agradaveis, de palavras de apoio uns com os outros. Agradeco
pela amizade, pela cooperagdo e por sempre “quebrarem o galho” com matriculas e
declaracdes quando da minha auséncia em Cascavel;

A querida Adriana Zemiani, que mostrou ser muito mais que uma aluna que tive a
oportunidade de orientar. Foi também a minha grande companheira de laboratério, incluindo

feriados e finais de semana. Foi uma excelente amiga e colocou a “mao na massa”;

viii



A Ana Paula Simiqueli, que gentilmente se dispds a me ajudar e me acompanhar
durante a etapa de preparacdo do biossurfactante na Unicamp. Sem vocé néo teria sido
possivel. Muito obrigada;

Aos professores Silvio César Sampaio, Vander de Freitas Melo, Luciane Sene e
Marney Pascoli Cereda, que, como membros da banca de qualificacdo, contribuiram com
importantes e enriquedoras sugestdes para a melhoria deste trabalho;

A banca de defesa, professoras Luciane Sene, Monica Sarolli Silva de Mendonca
Costa, Morgana Suszek Gongalves e Tatiane Cristina Dal Bosco, pela disponibilidade em
aceitar participar e compartilhar comigo deste momento tdo importante, contribuindo com
valiosas sugestdes para o meu enriguecimento académico e profissional;

Aos professores Marcio Antdnio Vilas Boas e Pitagoras Augusto Piana pelos
ensinamentos e a atencéo durante a analise estatistica dos dados experimentais;

Ao técnico do Laboratério de Saneamento Ambiental Edison Cunha, pela ajuda, a
presteza, a boa vontade e o profissionalismo na realizacdo das andlises de absorgéo
atémica;

Ao professor Ivo Mottin Demiate, pela boa vontade e a agilidade na realizacdo das
andlises de infravermelho na Universidade Estadual de Ponta Grossa;

Ao professor Julio Cesar Klein das Neves e ao técnico de laboratério Alexandre, pela
disponibilidade e aten¢éo na realizagdo das analises de Difracdo de Raios-X na UTFPR-CT;

A Maria Aparecida Carvalho e Brenda Buschle, que me ajudaram na preparacdo das
amostras para andlise da mineralogia;

A Panthy Michelle Boffe, aluna de iniciac&o cientifica que me ajudou nas atividades
de laboratorio;

A direcdo, aos docentes e aos funcionarios do caAmpus de Francisco Beltrdo da
UTFPR pelo apoio e a cooperacao durante o periodo da realizacao deste trabalho;

Aos colegas do campus Curitiba da UTFPR pela colaboracao e a troca de ideias em
diversos momentos;

Ao professor Julio Cesar Rodrigues de Azevedo, que sempre esteve disposto a
colaborar e ao seu aluno Mauricius, que foi fundamental para me auxiliar e para viabilizar o
uso de diversos equipamentos no laboratorio;

Ao senhor Ivanildo Passareli da Emater, gue mostrou-se pronto e disposto a realizar
a coleta das amostras de solo na regido noroeste do Parana;

Ao Programa de Pdés-Graduacdo em Engenharia Agricola e a todos os seus
docentes pela oportunidade e aprendizado;

A Fundacdo Araucéria de Apoio a Pesquisa pelo financiamento deste projeto;

A todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste

trabalho.



REMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS POR METAIS PESADOS USANDO
BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO A PARTIR DE RESIDUO AGROINDUSTRIAL

RESUMO

Concentracdes elevadas de metais pesados no solo podem afetar a sustentabilidade dos
ecossistemas e também a saude dos seres humanos e animais. A disponibilidade do metal
no ambiente estd relacionada as caracteristicas de cada elemento, histérico e fonte de
contaminacdo, bem como as propriedades de cada solo. A presenca de mais de um
elemento em &reas contaminadas é comum e a interacdo entre eles pode afetar o seu
comportamento no ambiente. Diante do problema, pesquisas vém sendo realizadas a fim de
estudar o comportamento dos metais em diferentes tipos de solos e assim auxiliar nos
procesos de remediacao. Nos Ultimos anos, a lavagem do solo com biossurfactante tem sido
apresentada como um método promissor de remediacdo com pequeno ou nenhum efeito
sobre as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do solo, porém os custos de
obtencdo deste biossurfactante ainda séo altos, pois a maioria dos fabricantes utiliza meios
artificiais para sua producdo. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo geral avaliar o
potencial de remediacdo do biossurfactante obtido a partir do bioprocessamento da
manipueira pela acdo de bactérias Bacillus subtilis. Este biossurfactante foi caracterizado
como surfactina, um lipopeptideo anidénico. Foram utilizados solos de origens distintas,
sendo um deles tipico da regido sudoeste do estado do Parana e outro da regido noroeste.
Os solos utilizados foram primeiramente avaliados de acordo com o0 seu potencial de
adsorcdo dos elementos cobre, zinco e chumbo em condicbes monometélicas e
multimetélicas, representando condi¢cdes ndo-competitivas e competitivas, respectivamente.
Esta avaliacdo foi feita por meio de testes de adsorcgdo e aplicacdo de modelos matematicos
de Langmuir e Frelndlich. Os solos foram caracterizados quimica, fisica e
mineralogicamente. A partir de entdo realizou-se o processo de contaminacéo artificial
destes solos para posterior aplicacdo dos experimentos de lavagem com o biossurfactante
em diferentes condicdes, sendo as variaveis pH e concentragdo da solucdo de
biossurfactante como as principais. Além disso, também foi avaliada a capacidade de
adsor¢cdo dos metais pelo proprio biossurfactante, em meio liquido. Os resultados
mostraram que 0s metais apresentam comportamentos distintos quanto a adsorcao e
dessorcao ao solo e ao biossurfactante. O tipo de solo também € muito importante para a
avaliacdo da eficiéncia de remoc¢&o de metais. O solo argiloso apresentou maior capacidade
de adsorcdo e consequentemente menor capacidade de remocdo dos metais quando
comparado ao solo arenoso. De modo geral, os solos apresentaram a seguinte sequéncia
de capacidade de adsorgao: Pb > Cu > Zn. O Pb foi o elemento que menos dessorveu pelos
processos de lavagem. Foi possivel também concluir que quando os solos estédo
contaminados por mais de um elemento ao mesmo tempo, a capacidade de lixiviar-se é
maior do que quando o elemento esta sozinho no meio. Esta situa¢do ocorre em virtude dos
processos competitivos existentes entre os sitios ativos. Os experimentos de lavagem
mostraram que o biossurfactante ndo foi capaz de melhorar a eficiéncia de remocéo dos
metais. Os resultados obtidos pelos tratamentos controle (somente agua pura) tiveram
valores muito semelhantes aos que continham biossurfactante. Quando a solugdo de
lavagem continha o biossurfactante em altas concentracfes, foi encontrada, em algumas
amostras, queda na eficiéncia de remocdo. Andlises de cromatografia liquida permitiram
concluir que o biossurfactante foi adsorvido as amostras de solo, sendo esta a consequéncia
da ndo observagdo da eficacia do extrator na remog¢do dos metais. Cabe ressaltar,
entretanto, que a surfactina obtida apresenta potencial de ligar-se aos metais, uma vez que
os testes de adsor¢cdo desta aos metais foi confirmado pelos experimentos realizados. De
acordo com os resultados encontrados, pode-se inferir que a surfactina tem maior potencial
de remocédo de metais em meio liquido do que em meio sélido, devido a menor possibilidade
de adsorcao na matriz sélida. Em solo, os resultados indicaram potencial de utilizacdo deste
biossurfactante como agente de estabilizacdo dos metais em métodos de remediagédo “in
situ”.

PALAVRAS-CHAVE: manipueira, elementos-traco, isotermas, surfactina, Bacillus subtilis,
passivo ambiental.



REMEDIATION OF CONTAMINATED SOILS BY HEAVY METALS APLYING
BIOSURFACTANT PRODUCED FROM AGROINDUSTRIAL WASTE

ABSTRACT

High concentrations of heavy metals in the soil can affect the sustainability of ecosystems
and the health of humans and animals. The metal availability in the environment is related to
the characteristics of each element, historical and source of contamination, as well as the
properties of each soil. The presence of more than one element is common in contaminated
areas and their interaction can affect their behavior in the environment. Researches have
been developed to study the behavior of metals in different types of soils and thus help in
cases of remediation. In recent years, the soil washing with biosurfactant has been
presented as a promising method of remediation with little or no effect on the physico-
chemical and microbiological characteristics of the soil, but the costs of obtaining this
biosurfactant are still high, because most manufacturers use artificial means for production.
Thus, this study had the objective of evaluating the remediation potential of the biosurfactant
obtained from the fermentation of cassava water through the action of the bacteria Bacillus
subtilis. This biosurfactant was characterized as surfactin, an anionic lipopeptide. Soils of
different origins were used, one of them typical of the southwestern state of Parana and the
other from the northwest. The soils were first evaluated according to their potential for
adsorption of the elements copper, zinc and lead in monometallic and multimetalic
conditions, representing non-competitive and competitive conditions respectively. This
evaluation was carried out by tests of adsorption and application of the matematical models
of Langmuir and Freundlich. Soils were characterized chemically, physically and
mineralogically. After that, it was performed the process of artificial contamination of these
soils for application in the experiments of soil washing with biosurfactant in different
conditions, having pH and concentration of biosurfactant solution as the main variables.
Furthermore, it was also assessed the adsorption’s capacity for metals by biosurfactant in
liquid medium. The results showed that metals have different behaviors related to the
adsorption and desorption to soil and to the biosurfactant. The soil type is also very important
for the efficiency of metal removal. The clay soil showed higher adsorption capacity and
therefore lower capacity of metal removal when compared to the sandy soil. In general, the
soils showed the following sequence of adsorption capacity: Pb > Cu > Zn. The Pb was the
element that less desorved by the washing process. It can also be concluded that, when soils
are contaminated by more than one element at the same time, its ability to leach is greater
than when the element is alone in the medium. This situation occurs because of differences
between the competitive processes that take place in the active sites. The washing
experiments showed that the biosurfactant was not able to improve the efficiency of removal
of metals. The results obtained by the control treatments (only pure water) had very similar
values to those that contained biosurfactant. When the wash solution containing the
biosurfactant was in high concentrations, decrease in removel efficiency was found in some
of the samples. Analysis of high performance liquid chromatography showed that the
biosurfactant was adsorbed to soil samples, which is the consequence of not observing the
effectiveness of the extractor in the removal of metals. It is notable, however, that the
surfactin obtained has the potential to bind to metals, since the tests of adsorption to metals
was confirmed by experiments. According to the results obtained, it can be inferred that the
surfactin has greater potential for metal removal in liquid media than in solid medium,
because of the lower possibility of adsorption. In soil, the results indicated potential use of
this biosurfactant as stabilizing of metals in methods of remediation "in situ".

KEY-WORDS: cassava water, trace elements, isotherms, surfactin, Bacillus subtilis,
environmental liabilities.
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ESTRUTURA DA TESE — APRESENTACAO GERAL

Esta tese esta dividida em trés capitulos. No primeiro capitulo, abordou-se o tema
adsorcdo de metais em solos. Foram aplicados testes de adsor¢cdo dos metais cobre (Cu),
zinco (Zn) e chumbo (Pb) em dois diferentes tipos de solos brasileiros, visando o estudo da
capacidade maxima de adsorcdo destes metais pelos solos. Como subsidios de avaliacao,
foram aplicados os modelos fisico-quimicos de adsorcdo de Langmuir e Frelndlich. Apés
esses testes, partiu-se para a efetiva contaminacdo dos solos, observando-se o
comportamento desses metais em sistemas contendo apenas um desses metais (sistema
ndo-competitivo) e em sistemas multimetalicos, no qual havia a presenca dos trés metais
concomitantemente (sistema competitivo). Para auxiliar a avaliagdo dos processos de
adsorcao e distribuicdo dos metais nas diferentes fracdes do solo, aplicou-se a técnica de
extragdo sequencial, que permitiu mostrar em qual fracdo do solo cada metal predominou.
Esses solos ja4 contaminados foram utilizados, posteriormente, nos experimentos de
remediacédo pela aplicacdo de biossurfactante, que estdo descritos no capitulo trés.

No segundo capitulo, foram realizados também testes de adsor¢do dos mesmos
metais, porém o adsorvente avaliado foi o biossurfactante produzido a partir de residuo
agroindustrial. Esse biossurfactante foi obtido a partir de bioprocesso (fermentacao
submersa) do residuo liquido da industria de farinha de mandioca, a manipuera, pela acao
de bactérias Bacillus subtilis. Esse biossurfactante foi entdo caracterizado por meio de duas
técnicas instrumentais: infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), que permitiram confirmar que se tratava de surfactante do
tipo surfactina. Visando verificar a acdo adsorvente desse bioproduto, seguiu-se com 0s
testes de adsorcdo de metais, que estdo todos apresentados neste capitulo.

No terceiro capitulo é abordada a questdo relacionada a remediacdo de solos
contaminados com metais pela acdo de surfactantes. Avaliou-se o potencial de remediacao
dos solos contaminados anteriormente com os metais pesados Cu, Zn e Pb pela acdo deste
biossurfactante. Para isso, foram realizados testes de lavagem do solo, buscando-se a
otimizacéo do processo.

Os procedimentos experimentais contidos neste trabalho foram realizados em
diferentes instituicdes. A etapa de preparagdo do biossurfactante ocorreu nas dependéncias
do Laboratorio de Bioaromas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As
andlises de caracterizagcdo quimica e granulométrica dos solos foram realizadas no
Laboratério de Solos da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), campus
Pato Branco. Ja a etapa de preparacdo para a caracterizacdo mineraldgica ocorreu no
Laboratério de Mineralogia da Universidade Federal do Parana (UFPR). Os procedimentos
experimentais de adsorcdo e dessorcdo dos metais pela aplicagdo do biossurfactante

ocorreram tanto nas dependéncias da UTFPR campus Curitiba quanto Francisco Beltrao. As
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andlises de Difracdo de Raios X foram efetuadas na UTFPR campus Curitiba. As analises
dos metais por espectrometria de absorcdo atdmica e as andlises quali e quantitativas do
biossurfactante por HPLC aconteceram no Laboratorio de Andlises Agroambientais da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), campus Cascavel. As andlises de
Infravermelho ocorreram no Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Na Figura 1 pode ser visualizado o esquema resumido dos capitulos, bem como da

parte experimental.

Capitulo 1
Adsorcéo dos metais
aos solos

Capitulo 2
Adsorc¢éo dos metais
ao biossurfactante

Capitulo 3
Remediagéo dos solos
pelo biossurfactante

«Caracterizagdo quimica,
granulométrica e
mineraldgica dos solos
«Avaliacdo do
comportamento dos metais
em sistema individual e
competitivo
*Aplicagdo das isotermas de
Langmuir e Fretndlich

*Extracdo sequencial

*Caracterizacéo do
biossurfactante
*Aplicacéo das isotermas de

Langmuir e Fretndlich

*Testes de Lavagem do
Solo com biossurfactante
*Avaliacdo do efeito da
concentracéo e pH das
solucdes de lavagem

*Experimentos de lixiviagdo

Figura 1 Fluxograma geral da estrutura da tese.
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CAPITULO 1 — ADSORCAO INDIVIDUAL E COMPETITIVA DE COBRE, ZINCO E
CHUMBO EM DOIS TIPOS DE SOLOS

RESUMO

E frequente a disposicdo de residuos aos solos, especialmente contendo metais pesados.
Muitos destes metais sdo prejudiciais aos humanos, animais e plantas, o que os torna alvo
de cuidados e estudos para garantir a adequada qualidade ambiental. Sabe-se que a
contaminacdo normalmente ocorre ndo somente por um metal, mas sim por dois ou mais
elementos. Desta forma, é importante conhecer os mecanismos de retencdo e transporte
destes elementos para minimizar o seu impacto ao meio ambiente. Os estudos de adsor¢céo
sdo considerados como uma maneira de avaliacdo do comportamento dos diversos metais
aos solos. Neste trabalho buscou-se avaliar o efeito da adsor¢cdo dos metais cobre (Cu),
zinco (Zn) e chumbo (Pb), em sistema individual (SNC) e competitivo (SC), em amostras da
camada superficial (0-20 cm) de 2 tipos de solos tipicos do estado do Parand, sendo um
formado a partir do Arenito Caiua da regido noroeste (solo arenoso) e o outro formado a
partir de Basalto da regido sudoeste (solo argiloso). Os solos foram caracterizados por meio
de analises quimicas, granulométricas e mineraldgicas. Isotermas de adsorcdo foram
obtidas ap6s a adicdo destes metais na forma de nitrato, tendo a solugdo de NaNO; 0,01
mol L™ como eletrdlito suporte. Apds agitacdo das amostras e posterior centrifugacdo, foram
feitas determinacBes dos metais na solucao de equilibrio. A quantidade de metal adsorvida
foi calculada pela diferenca entre a concentracdo adicionada e a remanescente na solucdo
de equilibrio. Com estes resultados experimentais, obtiveram-se pardmetros de adsorcao
derivados dos modelos de Langmuir e Frelundlich. A partir destes valores, realizou-se
também a efetiva contaminacdo do solo e entdo a distribuicdo dos metais nas diferentes
fracbes do solo foram determinadas por meio da metodologia de extragdo sequencial, que
separou 0s metais em seis fragdes: (i) solavel, (ii) trocavel, (iii) ligada aos carbonatos, (iv)
ligada aos 6xidos de ferro e manganés, (v) ligada a matéria organica e (vi) residual. A
adequacdo das equacbes de Langmuir e de Frelndlich aos resultados de adsor¢do nao
ocorreu para todas as situacdes, mas foi satisfatéria e com altos coeficientes de correlacao
para a maioria das observacbes. O Pb apresentou 0os maiores valores de capacidade
maxima de adsorcdo (CMA) estimados pelo modelo de Langmuir. A contaminacgdo efetiva
dos solos permitiu mostrar que o0 modelo de Langmuir, para o solo argiloso em SC, foi o
mais adequado, uma vez que os teores efetivamente encontrados foram muito semelhantes
ao previsto, especialmente para o Pb e Cu. A adsorcdo simultanea reduziu a adsor¢ao dos
trés metais, sendo as maiores reducfes observadas para o Zn. O menor poder competitivo
do Zn, evidenciado pela reducéo da sua capacidade maxima de adsorcdo na presencga dos
outros metais, torna esse elemento altamente preocupante em solos tropicais mais
intemperizados, por indicar maior predisposi¢éo deste elemento & movimentagéo no perfil ou
nas aguas superficiais. Esta preocupacgéo é confirmada por meio do fracionamento quimico,
gque mostrou ser este o elemento, quando comparado aos outros dois, que predominou nas
fracdes mais disponiveis.

PALAVRAS-CHAVE: Langmuir, Freldndlich, isoterma de adsor¢cdo, metais pesados,
poluicdo do solo.
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INDIVIDUAL AND COMPETITIVE ADSORPTION OF COPPER, ZINC AND LEAD IN TWO
TYPES OF SOIL

ABSTRACT

The disposal of materials contaminated in soils, especially containing heavy metals is
frequent. Many of these metals are harmful to humans, animals and plants, which makes
them subject of care and studies to ensure adequate environmental quality. It is known that
contamination normally occurs not only by one metal, but two or more elements. Thus, it is
important to know the mechanisms of retention and transport of these elements to minimize
your impact on the environment. Adsorption studies are considered as a way to evaluate the
behavior of various metals to soils. In this study we evaluate the effect of adsorption of
copper (Cu), zinc (Zn) and lead (Pb) in individual system (SNC) and competitive (SC), in
samples from the surface layer (0-20 cm) of two types of soils typical of the state of Parana,
one formed from the sandstone Caiud in the northwestern region (sandy soil) and the other
formed from basalt in the southwest region (clay soil). The soils were characterized by
chemical, textural and mineralogical analyzes. Adsorption isotherms were prepared after
addition of these metals in the form of nitrate, and using the solution of NaNO; 0.01 mol L™
as supporting electrolyte. After stirring of the samples and subsequent centrifugation,
determinations were made of metal in equilibrium solution. The amount of adsorbed metal
was calculated from the difference between the concentration added to the solution and the
remaining balance. With these experimental results, parameters of adsorption were obtained
derived from the model and Langmuir Fretndlich. From these values, it was carried the
actual contamination of soil, and then the distribution of metals in different soil fractions were
determined by sequential extraction methodology, when the metals were separated into six
fractions: (i) soluble, (ii) exchangeable, (iii) linked to carbonates, (iv) bound to iron oxides and
manganese, (v) organic matter and (vi) the residual. The equations of Langmuir and
Freundlich were adequate to the results of the adsorption of the three metals to both types of
soils, in individual and competitive system with high correlation coefficients for the most
observations. Pb showed the highest values of maximum adsorption capacity (CMA)
estimated by the Langmuir model. The effective soil contamination allowed to show that the
Langmuir model for the clay soil in SC was the most appropriate, since the levels found were
very similar to that provided, especially for Pb and Cu. The simultaneous adsorption reduced
the adsorption of the three metals, with the greatest reductions observed for Zn. The lower
competitive power of Zn, evidenced by the reduced of CMA in the presence of other metals,
is alarming in weathered tropical soils, due the predisposition of this element to the
movement into the profile or in surface waters. This concern was confirmed by the chemical
fractionation, which proved that this element, when compared to the other two, predominated
in the fractions.

KEY-WORDS: Langmuir, Fretindlich, isotherm of adsorption, heavy metals, soil pollution



1.1 INTRODUCAO

O solo é um dos elementos-chave para todos 0s ecossistemas terrestres e é um
meio heterogéneo muito complexo, consistindo na matriz solida do solo, solu¢do do solo e ar
do solo, que interagem entre si (BRADL, 2004).

fons de metais pesados s&o os poluentes inorganicos mais toxicos que ocorrem em
solos e podem ser de origem natural ou antropica (ALLOWAY, 1990). Os mecanismos de
adsorcdo e dessorcao, juntamente com processos de precipitacdo/dissolucdo, sao
considerados os principais processos que controlam a concentracdo de espécies quimicas
na solucao do solo (PIERANGELI et al., 2007; ALLEONI et al., 2009).

A habilidade dos solos em adsorver ions metalicos de solucbes aquosas é de
especial interesse e apresenta consequéncias tanto para a agricultura, quanto para as
questbes ambientais e de fertiidade do solo, podendo-se citar a remediacdo de solos
contaminados e a deposicdo de residuos. Portanto, conhecer o comportamento desses
elementos nos solos, da mesma forma que o seu comportamento adsortivo pelos solos, é
fundamental para prever os impactos ambientais causados pelos mesmos, uma vez que 0s
efeitos desfavoraveis de altas concentragbes no meio ambiente estdo relacionados com a
capacidade dos solos em adsorver tais substancias (BRADL, 2004; CHAVES et al., 2009).
Devido a esta significativa importancia, a adsor¢céo e a concentracdo de metais pesados em
solos, seus componentes e sedimentos tém sido alvo de aumento de trabalhos nesta area
nas recentes décadas (ASCI et al., 2010).

A adsorcdo é o principal processo responséavel pela acumulacdo de metais pesados
no solo (FORD et al., 2001). Portanto, o estudo dos processos de adsorcdo tem importancia
fundamental para o entendimento de como os metais sdo transferidos de uma fase liquida
moével para a superficie de uma fase sélida (SPOSITO, 1989; BRADL, 2004).

As interfaces mais importantes envolvidos na adsor¢cdo de metais pesados em solos
sdo predominantemente os coldides inorganicos, tais como argilas, 6xidos metalicos e
hidréxidos, mas também a matéria organica coloidal fornece interfaces para adsorcéo de
metais pesados (BRADL, 2004). Sendo assim, o estudo da adsor¢ao de elementos no solo é
fundamental para compreender as interacfes que ocorrem no sistema solo-agua-planta-
atmosfera (ALLEONI et al., 2009).

Uma boa maneira de estudar o comportamento de um metal no solo é aplicando
modelos fisico-quimicos de adsor¢do. De um modo geral, a relacdo entre a quantidade de
um metal adsorvido pela fase sdlida do solo (q) e a concentragdo do mesmo na solucao do
solo (C) é quantificada por meio de uma isoterma (relacdo q/C) que permite conhecer mais a
respeito da natureza dos processos de adsorcdo (SODRE et al., 2001).

Os dois modelos de adsorcdo frequentemente adotados para solos sdo os de

Langmuir e Fretndlich. A equagédo de Langmuir é adequada para ser aplicada na descri¢cao
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da adsorcdo de ions no solo, fornecendo dados pelos quais as propriedades relacionadas
aos fenbmenos de superficie podem ser interpretadas (SPOSITO, 1989). A teoria de
Langmuir baseia-se no fato da adsorcao ocorrer em sitios uniformes com recobrimento em
monocamada e afinidade idnica independente da quantidade de material adsorvido (SODRE
et al., 2001). O modelo de Frelndlich considera a ndo-uniformidade das superficies reais e,
quando aplicado ao solo, descreve bem a adsorcdo i6nica dentro de certos limites de
concentracdo, mas acima deles apresenta dificuldades em considerar a quantidade de ions
presentes no solo (BARROW, 1978; SPOSITO, 1989).

Este trabalho veio como uma oportunidade de aplicar os experimentos de adsor¢cao
de metais em solos, visando principalmente verificar a diferenca que existe no fenbmeno de
adsorcdo quando mais de um metal esta presente no meio como contaminante. A diferenca
ocorre em virtude das caracteristicas de cada solo e de cada elemento quimico. De posse
dos dados calculados pela aplicagéo dos dois modelos de isotermas, partiu-se entédo para a
efetiva contaminacdo do solo em maior escala, que teve como objetivo verificar se os
modelos fisico-quimicos estimaram adequadamente o comportamento dos metais em
situacdo real. Como forma de subsidio as andlises de adsor¢do, também foram aplicadas
extragcdes sequenciais que permitem o fracionamento dos metais nas diferentes fragbes do
solo. Além disso, andlises mineralégicas também foram realizadas nas amostras de solo.
Assim, foi possivel relacionar diferentes tipos de ensaios, que normalmente ndo s&o

aplicados em conjunto, como forma de melhor avaliar o fendmeno de adsorgéo.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
Avaliar o comportamento dos metais Cu, Zn e Pb em solos argiloso e arenoso, por
meio de testes de adsorcdo em sistemas individual e competitivo e verificar a aplicabilidade

dos modelos de adsor¢éao de Langmuir e Frelndlich.

1.2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as amostras de solo quanto aos pardmetros quimicos, fisicos e
mineralbgicos;

e Avaliar a aplicabilidade dos modelos fisico-quimicos de adsor¢cado propostos por
Frelindlich e Langmuir em sistemas mono e multimetalicos (Cu, Zn e Pb);

e Estimar a capacidade maxima de adsor¢do dos metais Cu, Pb e Zn nos solos
estudados;

e Verificar a distribuicdo dos metais nas diferentes fragdes do solo apds o processo de

contaminacao artificial, por meio da técnica de extragédo sequencial.



1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1 Adsorcgéao

O termo adsorcdo é definido como o acumulo de uma molécula (organica ou
inorganica) na interface solido-liquido ou solido-gas (SPOSITO, 1989; ALLEONI et al.,
2009). E um processo de retengdo altamente complexo, sendo resultado da
heterogeneidade do solo e de suas interacbes com 0s organismos vivos, com a atmosfera e
com o0s sistemas aquaticos. Por isso, uma das chaves para a compreensdo dos
mecanismos do processo de adsorcdo € o conhecimento detalhado da composicdo da
matriz do solo. Além dos atributos dos solos, as caracteristicas fisico-quimicas dos ions e/ou
das moléculas também determinam a capacidade adsortiva dos componentes e dos
agregados do solo (ALLEONI et al., 2009).

Portanto, segundo varios autores e como resumidos em Bradl (2004), os principais
parametros que controlam a adsorgdo dos metais e suas distribuicées no solo e 4gua sao:
tipo de solo, especiacdo e concentragcdo do metal, pH do solo, relacdo de massa
solo:solucdo e tempo de contato. Normalmente, a maior retencdo de metais e menor
solubilidade ocorre em solos com elevados valores de pH.

De acordo com Zachara (1992), em valores de pH abaixo de 6,5, a magnitude da
adsorcao parece ser controlada pela capacidade de troca de céations (CTC) dos principais
constituintes isolados do solo, dentre eles a matéria organica e os minerais de argila, sendo
gue a CTC é diretamente relacionada com a superficie especifica dos isolados.

Durante o processo de adsorcdo, a forca de retencdo dos ions na interface solo-
solucdo é determinada pelo tipo de interacdo entre o ion e a superficie. Os metais podem
ser adsorvidos por atracdo eletrostatica na dupla camada difusa, sendo entdo os ions
retidos por forcas fisicas (van der Walls), o que caracteriza a adsor¢cao ndo especifica. J&
guando os ifons sdo adsorvidos por meio de ligacBes covalentes, estes sdo fortemente
retidos e a este fenbmeno denomina-se adsorcdo especifica, que reduz a mobilidade do
metal na matriz (SPOSITO, 1989; BRADL, 2004).

A adsorcdo ndao-especifica caracteriza-se por reacfes rapidas, reversiveis e
relativamente fracas. Este mecanismo envolve a formacéo de complexos de esfera externa,
nos quais uma molécula de agua é interposta entre a superficie e a espécie adsorvida
(SPOSITO, 1989). Neste caso, a CTC do solo é fator decisivo, visto que representa a
guantidade de sitios de troca nas interfaces coloidais do sistema em que o metal pode ser
adsorvido. Esta quantidade de sitios, por sua vez, é funcao da natureza dos colbides
(minerais e organicos) presentes nos solos e do seu pH (SPOSITO, 1989).

Cabe ressaltar que a superficie carregada do solo apresenta preferéncia por
determinados ions (MEURER, 2000), sendo a valéncia o principal fator que determina a

seletividade de adsorcdo. Quanto maior a valéncia, maior a probabilidade do ion ser
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adsorvido. No caso de ions com mesma valéncia, os ions hidratados, com menor raio de
hidratacdo sdo preferidos, sendo retidos com maior energia (RAIJ, 1991). Entretanto, é
necessario lembrar que o aumento da concentracdo de ions de menor valéncia na solucao
do solo pode provocar o deslocamento de ions com maior valéncia que ocupam as cargas
dos coldides, alterando-se a sequéncia de afinidade metélica (MEURER, 2000).

Em relacdo a adsorcdo especifica, o resultado € a formacao de moléculas estaveis
com alta energia de ligacdo entre grupos funcionais da superficie sélida e as espécies em
solucdo. A esta formacdo denomina-se complexos de esfera interna (SPOSITO, 1989). Esse
tipo de ligacdo €, muitas vezes, ndo afetado pela forca i6nica da solucdo do solo,
caracterizando alta irreversibilidade (MOUTA, 2007). De acordo com Meurer (2000), esta
reacdo é favorecida pelo baixo pH da solucdo do solo e ocorre, preferencialmente, na
superficie de 6xidos. Outra caracteristica importante com relacdo a ocorréncia de adsorcao
especifica, ou seja, com maior for¢a de ligacdo, é que na superficie dos Oxidos, os sitios de
adsorcdo de metais pesados sdo mais especificos a baixas concentracdes e a energia de
ligagdo é maior se comparada com os ions adsorvidos aos sitios de troca de argilominerais
(CLARK; McBRIDE, 1984).

1.3.2 Isotermas de adsor¢éao

Uma maneira de se estudar o comportamento de um metal no solo é por meio de uso
de modelos fisico-quimicos, como as isotermas de adsorcdo. Estas representam
graficamente a relagdo matemética entre a quantidade de um metal adsorvido (adsorvato)
pela fase sélida do solo (adsorvente) e sua concentracao na solugédo do solo. Desta forma, é
possivel conhecer mais a respeito da natureza do processo de adsor¢do, uma vez que estas
isotermas fornecem subsidios a respeito da capacidade de retencdo e da forca pelo qual o
metal é adsorvido pelo solo (BRADL, 2004; PIERANGELI et al., 2007; ALLEONI et al., 2009;
LOPES, 2009).

Na area de Ciéncia do Solo, as isotermas mais conhecidas e utilizadas sao as que
seguem o modelo de Langmuir e Fretindlich (BRADL, 2004; ALLEONI et al., 2009; CHAVES
et al., 2009). A isoterma de Langmuir permite estimar a adsorcdo maxima do adsorvato, pois
presume que a superficie do adsorvente é homogénea, 0 que teoricamente permite a
formacdo de uma camada monoelementar completa do adsorvato sobre a superficie
adsorvente. J4 a isoterma de Frelndlich admite que a superficie de adsor¢éo é heterogénea
e gque a energia de adsorcao decresce logaritmicamente a medida que a superficie se torna
coberta pelo adsorvato (LOPES, 2009).

1.3.2.1 Isoterma de Frelindlich
O modelo de Freindlich considera a ndo uniformidade das superficies reais e,

guando aplicado ao solo, descreve bem a adsorcdo i6nica dentro de certos limites de
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concentracdo, mas acima deles apresenta dificuldade em considerar a quantidade de ions
presentes no solo (BARROW, 1978).

A isoterma de Freindlich é uma equacdo que relaciona a massa do elemento
adsorvido em relagdo a massa da fase solida adsorvente (q) e a concentracdo de equilibrio

do adsorvato em solugéo (Ceq) (Equagao 1):
q=KCe™" Eq. 1

onde “n” indica, qualitativamente, a reatividade dos sitios energéticos do
solo e K pode sugerir a adsor¢do do ion no solo, sendo ambas constantes ajustadas pelo
modelo.

Também pode-se utilizar a sua forma linearizada, que se obtém ao aplicar logaritmo

em ambos os lados da equacéo, sendo esta representada pela Equagéo 2:
log q =log K+ 1/n log C¢q Eq. 2

Esta forma pode ser usada para relacionar a quantidade de metal adsorvido no solo
e a concentragdo livre de ions metélicos dissolvidos (BRADL, 2004). Valores de n > 1
indicam que o processo de adsorcéo é favoravel (WANG et al., 2007).

Sodré et al. (2001) avaliaram e compararam a aplicabilidade de trés diferentes
modelos, Fredndlich, Langmuir e Temkin, na adsor¢do de Cu em trés tipos de solos. Os
solos tinham como material de origem o basalto e foram classificados como Latossolo Roxo,
Solo Litdlico e Vertissolo, respectivamente. O modelo de Fretndlich foi o que melhor
representou a adsorcéo, especialmente para o Latossolo Roxo. O uso da equacgdo de
Langmuir para este solo proporcionou uma superestimativa dos valores de Cu na solugéo de
equilibrio. Os valores de n para os solos estudados apresentaram valores acima de 1 (1,36
a 1,90), indicando a presenca de sitios altamente energéticos e sugerindo que estes sao 0s
primeiros a serem ocupados pelo Cu. E interessante observar que houve correlagéo
negativa entre o valor de n e K, ou seja, quanto maior o valor de K (variou de 13 a 482),

menor o valor de n.

1.3.2.2 Isoterma de Langmuir

O modelo de Langmuir tem sua equacdo derivada teoricamente e foi desenvolvida
originalmente para descrever a adsor¢do de gases em superficies soélidas (BRADL, 2004). A
teoria de Langmuir se baseia no fato da adsor¢cdo ocorrer em sitios uniformes com
recobrimento em monocamada e afinidade i6nica, independente da quantidade de material
adsorvido (ATKINS, 1994).
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Como suas pressuposicdes ndo sdo totalmente aplicadas ao sistema solo, seu uso
em quimica dos solos e sedimentos € considerado um modelo empirico. O interessante
deste modelo de Langmuir é a possibilidade de obtencdo da adsor¢do maxima (ALLEONI et
al., 2009). E muito aplicada para adsor¢do de metais pesados em solos ou nos

componentes do solo, de acordo com a formula apresentada na Equagéo 3:

CT Eq. 3
- 1+KC,

q
em que
g - massa do elemento adsorvido por unidade de massa da fase solida adsorvente;
Ceq - concentragéo de equilibrio do adsorvato em solugéo;
K - constante relacionada a afinidade do adsorvente pelo adsorvato;

b - adsor¢do maxima.

A forma linearizada da isoterma de Langmuir é dada pela equacgéo a seguir (Equacgéo
4):

Cegq 1 1 Eq. 4
q Kb b

Por meio desta equagéo, obtém-se um grafico de Ceq / g N0 €ixo Y e C¢q NO €eixo X,
que produzira uma reta com declividade (1/b) e intercepto 1/(Kb). Caso o ajuste dos dados
seja satisfatério, a isoterma de Langmuir pode ser usada para calcular os valores de
adsorcdo maxima e da constante de afinidade (ALLEONI et al., 2009).

Estas equacgbes possuem limitacbes que, segundo Sposito (1989), ndo oferecem
informagdes a respeito dos mecanismos quimicos envolvidos na adsorgao, constituindo-se
apenas de um procedimento de ajuste matematico. Porém, mesmo apresentando tais
limitagbes, os modelos de Fretundlich e Langmuir tém sido bastante utilizados em estudos de
adsorcéo tanto de anions quanto de metais (ALLEONI et al., 2005; CHAVES et al., 2009;
SINEGANI; ARAKI, 2010; OLIVEIRA et al., 2013).

Pierangeli et al. (2001) estudaram a capacidade de adsor¢do de Pb em solos
tropicais altamente intemperizados do Brasil (Latossolos) e encontraram valores de
adsorcao maxima (estimada pela isoterma de Langmuir), variando de 2115 a 19465 mg kg™.
Sinegani e Araki (2010) avaliaram a adsorcdo de Pb em solos de regibes temperadas e
semi-aridas do Ird e observado um bom ajuste dos dados experimentais para as isotermas
de Langmuir e Fretndlich. As concentracfes adicionadas aos solos variaram de 2 a 150 mg
L™, e os valores de adsorcdo maxima estimada pela equacdo de Langmuir variou 23,8 a
39,4 mmol kg™.
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Alleoni et al. (2005) avaliaram a adsorcdo maxima de Cu e Cd estimada pela
equacao linearizada de Langmuir em amostras de horizontes superficiais e subsuperficiais
de trés classes de solos, Latossolos, Nitossolos e Argissolo. Os valores de adsorcao
maxima de Cd variaram de 21,5 a 3.333,3 ug g, enquanto para o Cu a variac&o nos valores
foi de 434,8 a 1.666,6 ug g™

1.3.3 Comportamento de adsorcao dos metais

O formato das isotermas, principalmente sua inclinacao inicial, € muito utilizado para
descrever o comportamento dos sitios de superficie com respeito a adsor¢do. De acordo
com Sposito (1989) e Fontes e Alleoni (2006), em solos essa relacdo pode ser descrita por
quatro tipos de isotermas: tipo L, tipo S, tipo C e tipo H. A isoterma do tipo L (Langmuir)
indica que o adsorvato tem afinidade relativamente alta pela superficie em baixas
coberturas. Contudo, a medida que a cobertura da superficie aumenta, a afinidade do
adsorvato pela superficie das particulas diminui; na do tipo S (formato sigmoidal), em baixas
concentracdes, ocorre afinidade do adsorvato pelo adsorvente, devido a interferéncias de
outras substancias, como no caso da matéria organica na quimiossorcdo de Cu. Na
isoterma do tipo C (constante), ha uma inclinagéo constante da curva desde o seu principio
até a adsorcdo maxima, independentemente do decréscimo da superficie recoberta. Essa
isoterma tipo C evidencia uma afinidade constante do adsorvato pelo adsorvente, e os ions
ou moléculas distribuem-se entre a interface sélido-solugdo sem nenhuma ligacao especifica
(complexo de esfera interna) entre o adsorvente e o adsorvato. Na isoterma do tipo H, o
adsorvato apresenta altissima afinidade pelo adsorvente, o que indica a formacdo de
complexos de esfera interna.

Considerando alguns metais no solo, como o Cu, o Cd, o Zn e, possivelmente o Ni, o
mecanismo de adsor¢ao predominante € do tipo especifico, com formacao de complexos de
esfera interna (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001; LOPES, 2009). Os constituintes do
solo mais relacionados com a adsor¢céo e o comportamento destes metais sao os hidréxidos
e oxihidréxidos de Fe e Mn. Kabata-Pendias e Pendias (2001) salientam que os hidréxidos
de Al podem ter importancia até relativamente maior que a dos 6xidos de Fe na adsor¢éo
dos metais no solo.

As ligacdes formadas entre os metais e as superficie dos Oxidos sdo altamente
dependentes do pH (ALLEONI et al., 2005). Os metais também apresentam forte afinidade
pela matéria organica do solo. Esta deve-se aos ligantes ou grupos funcionais que formam
complexos ou quelatos com esses elementos. Os principais grupos funcionais que
participam dessas reacdes sdo os carboxilicos, fendlicos, alcodlicos, endlicos, quinonas,
cetbnicas, aminos, sulfidrilas e alguns do grupo carbonila (ABREU et al., 2007). A forca de
ligacdo dos metais com a matéria organica do solo pode variar desde ligacdes consideradas

fracas (ditas atragcbes eletrostaticas) até ligacdes fortemente covalentes (CAMARGO et al.,
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2001). A formagao de quelatos e complexos tem influéncia na disponibilidade dos metais no
solo e podem promover a mobiliza¢éo vertical de quelatos organometélicos soluveis (ROSS,
1994). De acordo com McBride (1989), a sequéncia de preferéncia na complexacdo pela
matéria organica € a seguinte: Cu > Ni > Pb > Co > Ca > Zn > Mn > Mg. Isto significa que os
metais listados no inicio dessa ordem tendem a formar complexos de esfera interna com 0s
grupos funcionais por coordenacgédo direta, enquanto os Ultimos tendem a formar complexos
de esfera externa, tornando-se trocaveis.

E muito dificil estabelecer uma sequéncia universal de afinidade entre adsorvato e
superficies adsorventes, pois as afinidades variam de acordo com diversos fatores, tais
como tipo e concentracdo do adsorvato, pH da solucdo, eletrélito suporte, forca idnica, etc
(ALLEONI et al., 2009). A acdo combinada desses fatores resulta em maior ou menor
impacto ambiental devido a presenca desses elementos nos solos (PIERANGELI et al.,
2007).

Na Tabela 1 tem-se uma série de sequéncias de afinidade baseadas em algumas

propriedades metalicas para alguns tipos de metais.

Tabela 1 Sequéncias de afinidade de metais baseadas em algumas propriedades metdlicas.

Propriedade metdlica Sequéncia de afinidade metalica

Constante de hidrélise™ Pb (7,7) > Cu (8,0) > Zn (9,0) > Ni (9,9) > Cd (10,1)
Grau de “dureza” Cd (3,04) > Cu (2,89) > Ni (2,82) > Zn (2,34) > Pb (1,50)
Eletronegatividade Pb (2,33) > Cu (2,0) > Ni (1,91) > Cd (1,69) > Zn (1,65)
Potencial idnico Ni (5,71) > Cu (5,48) > Zn (5,33) > Cd (4,21)

@ | ogaritmo negativo da primeira constante de hidrdlise.
Fonte: ALLEONI et al. (2009)

O conhecimento destas sequéncias é importante quando se quer estudar a adsorcdo
competitiva de varios metais. Caso o intuito seja a remediacao de solos contaminados por
varios metais ao mesmo tempo, recomenda-se 0 estudo mais aprofundado destas

sequéncias de afinidades de metais.

1.3.3.1 Comportamento individual de adsorgdo dos metais
Neste item estdo apresentados os comportamentos individuais dos metais de

interesse.

Chumbo

A quimica do Pb nos solos é afetada principalmente por trés fatores: (i) adsorcéo
especifica a vérias fases solidas, (i) a precipitacdo de compostos pouco solluveis ou
altamente estaveis, e (iii) formacdo de complexos relativamente estdveis ou quelatos que
resultam da interagdo com a matéria organica do solo (BRADL, 2004).

O Pb sofre hidrolise a baixos valores de pH e apresenta varias reacdes de hidrdlise.
Acima de pH 9, a formagdo de Pb(OH), é importante, enquanto que o Pb(OH)" é
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predominante entre pH 6 e 10. Na Figura 2 (a) é possivel observar a especia¢do quimica
aquosa monomeérica preditiva do Pb em fun¢&o dos valores de pH, enquanto na Figura 2 (b)
€ apresentado o diagrama potencial/pH que exibe a estabilidade preditiva de potencial de

oxi-reducgéo (Eh) e pH.
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Figura 2 Especiacdo quimica aquosa monomérica de Pb prevista em funcdo do pH (a) e

previsdo de estabilidade de campo Eh-pH para o Pb (b).
Fonte: BRADL (2004)

A adsorcdo de Pb em solos e minerais de argila foi encontrada em conformidade
com qualquer uma das isotermas, de Langmuir ou Frelndlich, em uma ampla faixa de
concentracdes (MOREIRA, 2004; LINHARES et al., 2009).

Em solos ndo calcareos, a solubilidade do Pb é controlada por diferentes hidréxidos
e fosfatos de Pb, tais como Pb(OH),, Pbs(PQO,)2, PbsO(PO,4), ou Pbs(PO,4)sOH, dependendo
do pH (SANTILLAN-MEDRANO; JURINAK, 1975). A presenca de 6xidos de Fe ou Mn pode
exercer um papel predominante na adsorcdo de Pb nos solos. Foi encontrado que a
adsorcao de Pb em oOxido sintético de Mn foi de até 40 vezes maior do que em Oxido de Fe,
e que o Pb foi adsorvido mais fortemente do que qualquer outro metal estudado (Co, Cu,
Mn, Ni e Zn) (McKENZIE, 1980).

A presenca de matéria organica no solo também desempenha um importante papel
na adsorcdo de Pb. A matéria organica pode imobilizar o Pb via rea¢des de adsorcdo
especificas, enquanto a sua mobilizagdo também pode ser facilitada pela sua complexacdo
com matéria organica dissolvida ou &cidos fulvicos (PINHEIRO et al., 1999).

No trabalho desenvolvido por Linhares et al. (2009), a adsor¢do méaxima b (Langmuir)
e o parametro Ke do Pb (Freiindlich) variaram de 988,34 a 1.659,67ug g* e de 66,05 a
722,57 ug g, respectivamente. Os autores trabalharam com diferentes tipos de solos e, de
acordo com os resultados de correlacdo linear entre os diferentes atributos do solo e os
par@metros das isotermas de adsorcdo, concluiram que 0s principais responsaveis pelo
aumento da energia de ligacdo (K) foram os teores de 6xidos de Fe e Al. Segundo estes

autores, as correlagdes significativas das energias de adsorcdo (K), com os teores de
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oxidos, e nenhuma correlagdo com a CTC sao caracteristicos de adsor¢do especifica, que
forma complexos de esfera interna, independentemente da carga da superficie.

As interacdes de Pb com os col6ides dos solos sdo predominantemente mais
especificas e menos dependentes das cargas superficiais (PIERANGELI et al., 2001). A
adsorcdo especifica envolve a troca de metais com ligantes presentes na superficie dos
colodides, o que forma ligacbes covalentes e tem sido indicada como causa de alguns solos
adsorverem metais acima da sua capacidade prevista com base na CTC (ABD-ELFATAH;
WADA, 1981).

Cobre

O Cu pode ocorrer de varias formas que estédo divididas entre a solucao e as fases
sélidas. A distribuicdo do Cu entre os diferentes constituintes do solo é principalmente
influenciada pela presenca de matéria organica e 6xidos de Fe e Mn (BRADL, 2004).

A adsorcao méxima entre os constituintes do solo decresce na ordem oxidos de Mn >
matéria organica > 6xidos de Fe > argilominerais (BRADL, 2004).

O Cu apresenta uma forte afinidade pela matéria organica do solo, sendo que a
fracdo organica de Cu é alta comparada aos demais metais, mesmo em baixas
concentracdes (McGRATH et al., 1998). A complexagéo pela matéria organica nas formas
dos &cidos humicos e fulvicos € um mecanismo efetivo de retengcdo de Cu no solo.
Comparado a outros metais, o Cu é o que mais complexa-se a materiais humicos
(BLOOMFIELD; SANDERS, 1977).

No trabalho realizado por Araujo e Amaral Sobrinho (2000), o Cu foi adsorvido
predominantemente por adsor¢cdo especifica na fracdo mineral dos solos estudados e por
complexagcdo com a matéria organica.

Para Chaves et al. (2009), os teores de matéria organica e a capacidade de troca
catidbnica das amostras de solo comp8em as propriedades que mais influenciaram na
adsorcdo do Cu em amostras de Plintossolo. Silveira e Alleoni (2003) e Nascimento e
Fontes (2004) também observaram que os teores de argila e de matéria organica foram as
caracteristicas mais bem relacionadas com a capacidade de adsorcdo do Cu por Latossolos.

Como as reac0es fisico-quimicas processam-se, em grande parte, na superficie dos
coldides, a fragdo argila, que € formada por coldides com superficies especificas reativas,
exerce um controle consideravel na adsor¢do do Cu (ALLEONI et al., 2005).

Para solos muito intemperizados, com predominancia de mineralogia oxidica na
fracdo argila, os 6xidos e os hidroxidos de Fe e de Al, mesmo em baixas concentragdes,
influem de forma marcante na adsorcéo de metais como o Cu, devido a acentuada afinidade
do metal pela superficie reativa desses componentes (SILVEIRA et al., 1999). Entretanto,
ndo € apenas o conteldo dos 6xidos que interessa, mas sua natureza e 0 seu grau de

cristalinidade. A mineralogia tem implicacdes na magnitude das cargas elétricas nesses
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solos, sobretudo nos horizontes subsuperficiais, nas quais hé altos teores de gibbsita (Gb) e
de caulinita (Ct), além de menores teores de matéria organica em relacdo a camada
superficial (SILVEIRA; ALLEONI, 2003).

Alleoni et al. (2005) correlacionaram a adsorcdo maxima estimada pela equacgéo
linearizada de Langmuir com varios atributos dos solos. Avaliaram a adsorgdo de Cu em
amostras de horizontes superficiais e subsuperficiais de trés classes de solos: Latossolos,
Nitossolos e Argissolo. A adsorgdo maxima de Cu foi positivamente correlacionada com a
saturacdo por Al e com os teores de argila, de 6xidos de Al total e mal cristalizado no
horizonte A e com pH e teores de argila e de 6xido de Al mal cristalizado no horizonte B.
Neste mesmo estudo, o pH do solo teve influéncia significativa na adsor¢do do Cu nos
solos, provocando alteracdes na densidade de carga elétrica da superficie dos minerais de
carga variavel. Com o aumento do pH, ocorre a dissociacdo de H* de grupos OH da matéria
organica e de Oxidos de Fe e de Al, aumentando assim as cargas negativas, o que
possibilita maior adsor¢cdo do Cu (ALLEONI et al., 2005).

Segundo Hoog et al. (1993), condi¢cbes de pH acima de 6 favorecem a retencdo do
Cu, enquanto ambientes acidos determinam sua maior mobilidade. Outros autores também
observaram o aumento da adsor¢do de Cu em pH mais altos (CASAGRANDE et al., 2004a;
PILS et al., 2004; CHAVES et al., 2009). Além disso, de acordo com Saha et al. (1995), com
o aumento do pH, a concentracdo dos ions CuOH" aumenta rapidamente, e esta é a forma

adsorvida em maior quantidade em relac&o aos ions Cu?".

Zinco

A adsorcdo é um fator importante que rege a concentragcdo de Zn no solo e é
influenciada por vérios fatores, como pH, teor de minerais de argila, CTC, matéria organica
do solo e tipo de solo. Minerais de argila apresentam variacdes em sua capacidade de
adsorcdo, devido a sua diferente CTC, area superficial especifica e composicao estrutural
basica. Argilas 2:1, tais como montmorilonita e ilita apresentam maior capacidade de fixacado
de Zn do que argilas 1:1, tais como caulinita (BRADL, 2004).

Em solos calcérios e alcalinos, a indisponibilidade do Zn é devido a sor¢céo de Zn por
carbonatos, precipitacdo em hidréxidos ou carbonatos de Zn, ou formacdo de zincato de
célcio insoluvel (ADRIANO, 2001).

Nascimento e Fontes (2004) estudaram o comportamento adsortivo do Cu e do Zn
em seis tipos de Latossolos do estado de Minas Gerais e observaram que as equacdes de
Langmuir e Frelindlich foram eficientes na determinacdo dos parédmetros de adsor¢édo de
ambos os elementos. Para o Zn e Cu, os teores de argila e de matéria organica foram as
caracteristicas melhor relacionadas, respectivamente, com a capacidade de adsor¢do. Para
0 Zn, a estimada capacidade maxima de adsorgéo nestes solos variou de 1,11 a 2,18 mg

g*. Shuman (1975) e Machado e Pavan (1987) também encontraram maiores valores de
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adsorcdo maxima de Zn para solos mais argilosos, independentemente dos teores de
matéria organica. Os solos estudados apresentaram maior energia de ligacdo dos sitios de
troca e maior capacidade de adsor¢cdo maxima para Cu relativamente ao Zn. Os autores
também sugerem que em solos com alto conteudo de matéria organica possa existir maior
dificuldade de previsdo da adsorcao deste elemento (NASCIMENTO; FONTES, 2004).

1.3.3.2 Adsorcado em sistemas competitivos

Os solos, quando poluidos, estdo normalmente contaminados simultaneamente por
varios elementos. Acaba por acontecer uma competicdo entre esses elementos, o que pode
influenciar tanto a mobilidade no solo, quanto sua biodisponibilidade (McBRIDE, 1994;
LOPES, 2009). Em condi¢Bes naturais, a adsor¢cdo de metais € um processo competitivo
entre 0s ions na solucao e aqueles retidos pela fase sélida do solo. Assim, a presenca de
cations competidores na composi¢cdo quimica da solugdo do solo pode aumentar a
mobilidade dos metais (HARTER; NAIDU, 2001). Desta forma, a adsor¢cdo competitiva ou
multielementar, necessita ser melhor investigada, bem como a comparacdo entre 0s
comportamentos individual e competitivo (ANTONIADIS; TSADILAS, 2007).

Normalmente, quando a adsorcdo competitiva de metais é comparada com o0 seu
comportamento monometalico, a sua adsorcdo é menor nos sistemas competitivos
(HARTER, 1992; CHOROM et al., 2013). Metais mais fortemente adsorvidos, tais como Pb e
Cu, sdo menos afetados pela concorréncia de metais moveis, tais como Cd e Zn (BASTA;
TABATABAI, 1992). Segundo Chorom et al. (2013), o efeito de competicdo entre 0os metais
mais méveis, tais como Cd, Ni e Zn, especialmente em solos organicos, ainda € pouco
estudado/publicado. Além disso, os autores salientam que ainda ndo é totalmente claro o
modo como a adsor¢cdo competitiva de metais pesados fracamente adsorvidos afeta o seu
comportamento e sua disponibilidade ao longo do tempo.

Kuo e Baker (1980) estudaram a adsorcdo competitiva de Cu, Zn e Cd por solos
acidos e verificaram que o Cu era preferencialmente adsorvido em relacdo aos demais.
Além disso, concluiram que a retencédo do Cd e do Zn também foi afetada pela presenca do
Cu. Basta e Tabatabai (1992) obtiveram isotermas de adsorcdo competitiva e verificaram
aumento da competicdo dos metais a medida que eram aumentadas suas concentracbes
iniciais. Neste estudo, 0s autores encontraram a seguinte ordem de afinidade dos metais Pb
> Cu > Ni 2 Cd ~ Zn. Echeverria et al. (1998) também concluiram que o Cu e o Pb foram
adsorvidos em grandes quantidades e com forga de ligacdo relativamente mais elevada que
para o Cd, Ni e Zn. Estes autores atribuiram esta afinidade devido ao teor de matéria
orgéanica nos solos, que promoveu a formacao de complexos estaveis.

Fontes et al. (2000), quando avaliaram Cu, Pb, Cd e Ni encontraram que as
isotermas de adsor¢cdo em sistema competitivo eram melhor ajustadas em um modelo

polinomial quadratico. Chorom et al. (2013) quiseram avaliar o comportamento individual e
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competitivo da adsorcéo de Cd, Ni e Zn em solos tratados com diferentes doses de esterco
bovino. Os resultados mostraram que as isotermas seguiram o modelo de curva L e que a
competicdo entre os metais reduziu significativamente os resultados de Kd (obtido pela
aplicacdo da isoterma de Frelndlich), especialmente para o Ni e Cd. Além disso, a
guantidade adsorvida foi menor quando em sistema competitivo do que quando em

condicdo monometalica.
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1.4 MATERIAL E METODOS

1.4.1 Solos e amostragem

Selecionaram-se dois tipos de solos com origens distintas, ambos coletados na
camada de 0 a 20 cm de profundidade, em locais pertencentes a areas de preservagao
permanente (APP) préximas a corpos hidricos (Figura 3). Foram coletados cerca de 5 kg de

cada amostra.

(b)

Figura 3 Coleta dos solos em areas de preservacao permanente(APP): solo A — Francisco
Beltréo (a) e solo B — S&o Pedro do Parana (b).

Uma das amostras (Solo A) foi coletada no municipio de Francisco Beltrao, no
campus da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), sendo este classificado
como Latossolo Vermelho distroférrico (Latitude Sul -26,086856° e Longitude Oeste
53,088951°) (Figura 4). Este solo é tipico da regido sudoeste do Parana, tendo como
material de origem a rocha basaltica, resultante das rochas vulcanicas basicas da Formacéao
Serra Geral. O clima da regido é classificado, segundo Képpen (1978), como Subtropical
Cfa, com tendéncia da concentracao das chuvas no verdo e sem estacado seca definida. As
temperaturas no inverno sao inferiores a 18 °C e as geadas ocorrem com pouca frequéncia.
Os verfes sdo quentes com temperaturas superiores a 22 °C e a precipitagdo pluviométrica

média anual varia entre 1.250 e 1.500 mm.
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Figura 4 Localizac&o dos pontos de amostragem dos solos no estado do Parana.

O outro solo (Solo B) foi coletado no municipio de S&o Pedro do Parana (Latitude Sul
-22,845222° e Longitude Oeste -53,229028°), na regido de Paranavai, PR (Figura 4). Este
foi coletado por representar os solos tipicos das regides que tem como material de origem o
arenito Caiua, material este que ocupa 16% da éarea total do estado do Parana (SA;
CAVIGLIONE, 1999).

A regido noroeste do estado do Parana ocupa 18% da area total do estado, abrange
100 municipios e totaliza 3.510.800 hectares (EMATER-PR, 1998), dos quais,
aproximadamente, 2.640.000 hectares s&o formados a partir de rochas sedimentares
arenosas da Formacao Caiud, do Cretaceo, resultado de um processo de sedimentacdo
eolica posterior aos ultimos derrames de lava da Formagdo Serra Geral (EMBRAPA, 1984).
Desta forma, caracterizam-se por possuirem textura arenosa e baixas concentracdes de
cations, tais como: célcio, magnésio e potassio (EMBRAPA, 1984). Os solos presentes
nesta formacdo sédo o Latossolo Vermelho-Escuro, Podzélico Vermelho-Escuro, Podzdlico
Vermelho-Amarelo e Areias Quartzosas, de textura média e arenosa (EMATER-PR, 1998),
classificados, no atual sistema brasileiro de classificacdo de solos, como: Latossolos
Vermelhos, Argissolos Vermelhos, Argissolos Vermelho-Amarelos e Neossolos
Quartzarénicos, respectivamente (EMBRAPA, 2006). Em relacdo a mineralogia, os arenitos
sdo constituidos basicamente por quartzo, feldspato potassico e 6xidos de ferro (SOUZA,;
GASPARETTO, 2010).
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1.4.2 Preparacdo e caracterizacdo das amostras
As amostras foram destorroadas, secas ao ar e passadas em peneiras de 2 mm de
didmetro de malha (terra fina seca ao ar — TFSA) para posteriormente serem caracterizadas

quimica, granulométrica e mineralogicamente.

1.4.2.1 Analises quimicas dos solos

Uma aliquota das amostras homogeneizadas e ja passadas em peneira 2 mm foi
utilizada para as analises quimicas de rotina, podendo-se citar os parametros de pH, acidez
potencial, teores de aluminio (A*"), célcio (Ca®*"), magnésio (Mg®"), teores trocaveis de
potassio (K"), sodio (Na") e fésforo (P), CTC e carbono organico (C). Para isso foram

adotados os procedimentos de Embrapa (1999).

1.4.2.2 Andlise granulométrica dos solos
Parte das amostras que passaram em peneira de 2 mm (TFSA) foram utilizadas para
realizacdo das andlises granulométricas. Os procedimentos para a determinag¢do de anélise

textural seguiram as metodologias descritas em Embrapa (1997).

1.4.2.3 Quantificagdo dos 6xidos de ferro menos cristalinos

Primeiramente realizou-se a separacdo da fracdo argila das fragdes areia e silte. A
fracdo areia foi retida em peneira de 0,05 mm e as fra¢des argila e silte foram separadas por
sedimentacdo com base na lei de Stokes (GEE; BAUDER, 1986).

Foram pesados precisamente 0,4 g de argila em tubo de centrifuga de vidro com
capacidade de 15 mL e adicionou-se 10 mL de solucdo de oxalato de amédnio 0,2 mol L™
com o pH ajustado em 3, utilizando-se solucéo de 0,2 de HCI mol L™. O sistema foi agitado
por 2 horas e protegido da luz. O material foi centrifugado e seu sobrenadante foi recolhido
para posterior analise dos teores de Fe pelo método do colorimetro com o uso de
ortofenantrolina. Ao final da extracao, o excesso de sais foi removido lavando-se o residuo
duas vezes com 80 mL de carbonato de aménio [(NH4),CO3] 0,5 mol L™, e outra com 80 mL
de agua deionizada. A argila tratada foi entdo seca em estufa e sua massa final foi
determinada para os calculos de remocao dos 6xidos de ferro amorfos (CAMARGO et al.,
1986).

1.4.2.4 Quantificagéo dos 6xidos de ferro mais cristalinos

Amostras da fracdo argila natural foram submetidas a tratamento com ditionito-
citrato-bicarbonato (DCB) (MEHRA; JACKSON, 1960) para remoc¢do dos oOxidos de ferro
mais cristalinos. Foram pesados precisamente 2,5 g de argila em tubo de centrifuga com
capacidade de 100 mL. Em seguida adicionou-se 40 mL de solu¢do de citrato de sodio 0,3

mol L, 5 mL de bicarbonato de sodio 1 mol L e 1 g de ditionito de sddio em pd. A mistura
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foi mantida em banho-maria por 30 min a 70 °C, sendo que apds os 15 min iniciais, foi
adicionada outra porgédo de 1 g de ditionito, agitando-se continuamente. A temperatura foi
monitorada para ndo exceder 75 °C, evitando-se, assim, a formagéo de sulfato de ferro. A
suspensao foi centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante acondicionado em
frasco de 200 mL, previamente tarado; a operacdo foi repetida mais 3 vezes (total de 4
extragBes), guardando sempre o extrato no mesmo frasco para a mesma amostra.
Determinou-se o teor de ferro nas amostras por espectrofotometria de UV-VIS. O excesso
de sais foi removido ao final das extra¢des, lavando-se o residuo duas vezes com 80 mL de
carbonato de aménio [(NH4),COs] 0,5 mol L™, e outra com 80 mL de agua deionizada. Em
seguida, o residuo foi seco em estufa (70 °C) e pesado para determinacdo da massa de

amostra removida pela extracdo com DCB.

1.4.2.5 Identificagcdo mineral6gica por difratometria de raios X (DRX)

Amostras da fracao argila foram moidas em almofariz e montadas em placa de Koch
(amostras ndo-orientadas) (BESOAIN, 1985) para analise por DRX, em difratbmetro com
goniémetro vertical Shimadzu, modelo XRD-7000, com velocidade angular do goniémetro de
1°26/min e com amplitude de 4 a 65 °26.

Para a amostra da fracdo argila do solo argiloso (Solo A), foram feitos ainda varios
tratamentos para diferenciar os seus minerais 2:1 (WHITTIG; ALLARDICE, 1986), mas para
isso foi feita a desferrificacdo prévia da amostra com ditionito-citrato-bicarbonato (DCB) de
acordo com a metodologia descrita em Mehra e Jackson (1960) (item 4.2.4).

Os tratamentos foram os seguintes (WHITTIG; ALLARDICE, 1986):

a) saturacdo com Mg e secagem ao ar: diferenciar minerais do tipo 2:1 expansivos
(vermiculita e montmorilonita) dos ndo-expansivos (micas);

b) saturacdo com Mg e solvatacdo com glicerol: diferenciar vermiculita e esmectitas
(montmorilonita);

¢) saturacdo com K e secagem ao ar: diferenciar clorita, vermiculita e vermiculita com
hidroxi entre camadas (VHE);

d) saturagdo com K e aquecimento a 550°C: diferenciar clorita e minerais
interestratificados e concentrar minerais do tipo 2:1.

Apo6s os tratamentos, foram montadas laminas orientadas (técnica do esfregaco) e
analisadas por DRX.

1.4.3 Ensaios de adsorcao de metais

Os ensaios de adsorcdo foram baseados no método de “batch”, ou em batelada,
utilizado em diversos estudos de adsorcdo (HARTER; NAIDU, 2001; PIRES; MATIAZZO,
2007; LOPES, 2009). O método é utilizado para avaliar o equilibrio de distribuicdo de um

soluto entre o sorvente e a solucédo do solo (LAVORENTI et al., 2003). Foram pesados 2 g
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de terra fina seca ao ar (TFSA) e adicionados 20 mL de solugéo metdlica (Cu, Pb e Zn) em
diferentes concentrag@es iniciais. Estas solugbes metalicas foram preparadas com os metais
na forma de sais de nitrato (Pb(NOs),, Cu(NOs), e Zn(NOs),) em 0,01 mol L™* de NaNO;
(relacéo solo:solugéo = 1:10). O nitrato de sodio foi escolhido como eletrolito suporte devido
a sua baixa afinidade em complexar cations metdlicos (SILVEIRA, 1999; PIERANGELI,
1999). Os experimentos foram realizados com a adi¢cdo de solucdo monometélica (Sistema
N&ao-Competitivo — SNC) e também com a solugdo contendo os trés metais, em condi¢cado
multimetdlica (Sistema Competitivo — SC), sendo todos o0s experimentos realizados em
triplicata. As concentracdes iniciais do metal variaram entre 50 e 2.000 mg L™. Este ensaio
foi realizado em tubos de centrifuga de polietleno com capacidade de 50 mL que
permaneceram em agitacdo durante 24 h a 200 rpm, temperatura de 25 °C. Apés este
periodo, o material foi centrifugado (5000 rpm, 10 minutos) e o extrato foi reservado para
posterior quantificagdo dos teores de metais na concentracdo de equilibrio por
espectrometria de absorgdo atdmica (AAS).

A quantidade de metal adsorvido (q) foi calculada subtraindo-se da concentracdo do
metal inicialmente adicionada, a concentracédo de equilibrio (C.) determinada nos extratos. A
partir dos dados obtidos experimentalmente foram construidas as isotermas de adsorcdo
segundo as relacdes lineares dos modelos de adsorcéo, plotando-se a quantidade de metal
adsorvido na ordenada e a concentragéo na solugédo de equilibrio na abscissa. Obtiveram-se
os coeficientes das equacdes de Frelindlich e Langmuir a partir das equacdes linearizadas
apresentadas a seguir. Os coeficientes obtidos a partir destas equagdes foram utilizados

para ajustar os modelos teoricos aos dados obtidos experimentalmente.

1.4.3.1 Linearizacdo das equacdes de adsorcao

A equacéo de Langmuir é a seguinte (Equacao 5):

_ Ky bC, Eq.5
T 1+K,C,

de
em que:
0. - quantidade de metal adsorvido por unidade de massa do adsorvente (mg kg™);
K. - constante de Langmuir relacionada a energia de ligacdo do metal ao adsorvente
(L mg™);
b - adsorcdo méaxima (mg kg™);

C. - concentragéo do metal na solucéo de equilibrio (mg L™).
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A forma linearizada da isoterma de Langmuir € dada pela Equacéao 6:

e 1 G Eq. 6
q. K,b b

Por meio desta equacdo obtém-se o grafico de Ce/ge (eixo y) versus Ce (eixo X),
produzindo uma reta com declividade (1/b) e intercepto (1/K_ b). Caso o ajuste dos dados
seja satisfatério, a isoterma de Langmuir pode ser usada para calcular os valores de
adsorcdo maxima e da constante de afinidade.

A equacéo de Frelndlich é a seguinte (Equagéo 7):

Ge = Ky Con Eq. 7

em que:
ge - quantidade de metal adsorvido por unidade de massa do adsorvente (mg kg™);

Ke - constante de adsorcdo de Freiindlich (L mg™);
n - indica qualitativamente a reatividade dos sitios energéticos do solo
(adimensional);

C. - concentragéo do metal na solucéo de equilibrio (mg L™).

Aplicando propriedades logaritmicas tem-se:

1 Eq. 8
logq, =logKr + - logC, a

Fazendo-se o grafico de log ge versus log C., obtém-se os valores de Kg e n, onde

log Kg é o coeficiente linear e 1/n € o coeficiente angular da reta.

1.4.4 Contaminac&o dos solos artificialmente

Os solos A e B passaram pelo processo de contaminacgéo artificial e resultaram em
oito situacdes de solos contaminados: 6 amostras de solos contaminados apenas com um
metal (Solos A e B com metais Cu, Zn ou Pb > 2 x 3 = 6) e 2 amostras de solos
contaminados concomitantemente pelos trés metais (Solo A e Solo B com Cu+Zn+Pb).

Solugbes metalicas (Cu(NO3), ou Pb(NO3), ou Zn(NO3), ou com os trés sais) foram
adicionadas ao solo (sem ajustar o valor de pH). O solo permaneceu em contato com a
solugdo durante 24h em shaker (200 rpm / 25 °C), e posteriormente foi deixado em repouso.
O sobrenadante foi descartado para remover 0s metais ndo adsorvidos e o solo
contaminado foi seco em estufa a 50°C por 24 h, sendo entdo passado em peneira 2 mm
(JUWARKAR et al., 2007; FRANZETTI et al., 2009).

As concentracdes das solucdes foram calculadas visando o contato de cada grama
de solo com 3 mg de cada metal, uma vez que o0s ensaios preliminares pela aplicacdo das
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isotermas indicaram este valor como préximo a capacidade méaxima de adsorgdo (CMA).
Cabe ressaltar que também quis-se manter a mesma relagéo solo:solugéo (1:10) do método
de batch/batelada para diminuir eventuais erros. Com isso, foram adicionados, a cada 50 g
de solo, 50 mL de solucéo contendo 750 mg L™ de cada metal. Esta concentracdo também

foi mantida para a solugdo multimetalica.

1.4.5 Determinacédo dos teores totais de metais pesados no solo

A determinacédo dos teores de metais nos solos (Pb, Zn e Cu) foi realizada tanto para
as amostras recém contaminadas (contaminacdo artificial em laboratério), quanto para as
livres de contaminacéo, para se saber a concentracdo de metais provindas do material de
origem dos solos. O método empregado foi o da digestdo com a solucdo de “4gua régia’
(HCI:HNOs3, 3:1, viv) (McGRATH; CUNLIFFE, 1985). A digestdo das amostras de solo foi
realizada em bloco digestor pela adicdo de HCI e HNO; (3:1), a temperatura maxima de
150 °C durante 2 horas. Os extratos foram filtrados e colocados em baléo volumétrico de 25
mL, sendo o volume completado com agua ultra pura. O material foi entdo acondicionado
em frascos para posterior determinacéo dos teores de metais por AAS, na Universidade

Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) — campus Cascavel.

1.4.6 Fracionamento dos metais em diferentes constituintes do solo

O objetivo de realizar os estudos de extragdo sequencial é avaliar as formas
quimicas de metais pesados no solo (HONG et al., 2002) e assim determinar a presenca
dos metais nas fragBes soluvel, trocavel, carbonatos, 6xidos, organica e residual. Este
procedimento foi adotado para os solos argilosos e arenosos contaminados com o0s metais
Cu, Zn e Pb, em sistema competitivo (SC) e ndo-competitivo (SNC).

O método de extracdo aplicado baseou-se na metodologia descrita por Tessier et al.
(1979). As extracbes foram realizadas em triplicata, em tubo de centrifuga de polietileno de
50 mL. Os extratos, apds cada etapa de extracdo, foram estocados em frascos de polietileno
para evitar a adsor¢cdo dos metais as paredes dos frascos, como alertado por Kim e Hill
(1993). Os detalhes metodoldgicos estdo descritos a seguir e podem também ser
visualizados por fluxograma (Figura 5).

Os resultados foram apresentados em funcdo da concentragcdo dos metais em cada

fracdo e também a contribui¢cdo percentual de cada fracdo em relagdo ao conteudo total.

Fracdo soluvel: aliguotas de 1,0 g de TFSA foram colocadas em tubos de centrifuga com
capacidade de 50 mL. Em seguida, foram transferidos 8 mL de agua ultra pura em cada
tubo e procedeu-se agitacdo em agitador horizontal a 200 rpm por 1 hora. O material foi
entdo centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e o0 sobrenadante reservado em um frasco.



24

Frac&o trocavel: 8 mL de solucdo de MgCl, 1,0 mol L™ (pH 7) foi adicionado a cada tubo
contendo o residuo da etapa anterior e procedeu-se a agitagdo em agitador horizontal a 200
rom por 1 hora. O material foi entdo centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e o
sobrenadante reservado em um frasco. O residuo foi ressuspendido com 5 mL de agua ultra
pura para lavagem do material, centrifugado novamente (10 minutos, 5000 rpm) e o
sobrenadante descartado.

Fracdo ligada aos carbonatos: 8 mL de solucédo de acetato de sédio 1,0 mol L™ (pH 5
ajustado com &cido acético) foram adicionados ao tubo de centrifuga contendo o residuo
anterior, que foi ressuspendido, e procedeu-se agitacdo em agitador horizontal a 200 rpm
por 6 horas. O material foi entdo centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e o sobrenadante
reservado em frasco. O residuo foi lavado com 5 mL de &gua ultra pura para lavagem do
material, centrifugado novamente (10 minutos, 5000 rpm) e o sobrenadante descartado.
Fracdo ligada aos 6xidos de ferro e manganés: ao tubo de centrifuga contendo o residuo
anterior foram adicionados 20 mL de soluc¢&o de cloridrato de hidroxilamina 0,04 mol Lt em
25% (v/v) de acido acético. O material foi levado a banho-maria a 96 + 3 °C por 6 horas,
com agitacdo ocasional. O material foi centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e o
sobrenadante colocado em baldo volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com
agua ultra pura. O procedimento de lavagem também foi realizado, conforme descrito
anteriormente.

Fracdo ligada & matéria organica: 3 mL de solugdo de HNO; 0,02 mol L™ e 5 mL de H,0,
30% (pH 2) foram adicionados ao tubo de centrifuga contendo o residuo anterior, que foi
ressuspendido e levado a banho-maria a 85 £ 2 °C por 2 horas, com agitagdo ocasional. Em
seguida, adicionou-se mais uma aliquota de 2 mL de H,O, 30% (pH 2) e deixado por mais 3
horas no banho-maria. Apés esfriar, adicionou-se 5 mL de acetato de aménio 3,2 mol L™ em
20% (v/v) de HNO; e levou-se para agitacdo durante 30 minutos. O material foi entéo
centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e o sobrenadante colocado em baldo volumétrico
de 10 mL, sendo o volume completado com &gua ultra pura. Procedeu-se em seguida a
lavagem do material residual, conforme ja descrito e entdo o material foi seco em estufa
para seguir-se na etapa posterior.

Fracdo residual: 0,5 g do residuo seco foi pesado e colocado em tubo de vidro para
proceder-se a digestdo. Foram adicionados 3 mL de HCl e 1 mL de HNOs; e levados para
bloco digestor por 2 horas, a 150 °C. Depois de frio, o contetdo foi filtrado e recolhido o seu

extrato em baldo volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com agua ultra pura.
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Figura 5 Esquema do método de extragdo sequencial aplicado nos solos em estudo.
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1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.5.1 Caracteristicas das amostras de solo
As amostras de solo utilizadas neste trabalho apresentaram variacbes em suas

propriedades fisicas e quimicas (Tabela 2).

Tabela 2 Propriedades quimicas e fisicas das amostras de solo coletadas nas diferentes
areas.

Solo  Areia Silte Argila pHCaCl, pHH,O MO' SB® CTC’ P K Mg Ca A" V'
----------- D — gdm->  cmol.dm® mgdm®  -----------cmol, dm---—-- %
SoloA 4,90 36,10 69,00 4,6 55 33,51 7,48 13,69 6,07 043 284 421 0,14 5464
SoloB 86,60 4,00 9,40 4,5 5,0 10,72 3,50 6,68 2,98 0,15 1,44 191 0,06 52,40
MO — matéria organica; ° SB — soma de bases trocaveis; > CTC — capacidade de troca catidnica; * V — porcentagem de bases
trocaveis

Os teores de argila variaram de 69 a 9,40% entre os solos A e B, respectivamente. O
solo A classifica-se como de textura muito argilosa e o solo B como textura arenosa
(EMBRAPA, 2006). Os valores de pH em CacCl, ficaram préximos a 4,5 para ambos os
solos, representando, segundo Lopes e Guidollin (1989), acidez média.

Os valores de matéria organica (MO) nos solos A e B sdo considerados médio e
baixos, respectivamente (FAGERIA, 2004). Os valores de CTC variaram de 13,69 a 6,68
cmol. kg™, classificados como médio e alto, respectivamente (Tabela 2).

Os valores de pH e V% apresentaram correlacdo positiva, o que ja era esperado
devido a amostras retiradas das camadas superficiais do solo (MOREIRA, 2004). No solo A,
o Ca apresentou-se como o0 principal contribuinte das bases trocaveis, seguido pelo Mg,
refletindo assim a natureza do material de origem. Comparando-se rochas basicas com
acidas, observa-se a maior concentracdo de silica nos materiais acidos, enquanto nos
basicos encontram-se teores mais elevados, principalmente, de Fe, Ca e Mg (PEDRON,
2007).

A textura arenosa e 0s baixos teores de matéria organica do solo B conferem a este
um baixo poder-tampao, diferenciando os solos provenientes da regido do arenito Caiua da
maioria dos solos do restante do estado (EMATER-PR, 1998).

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados das andlises de Fe,O3; extraidos com
ditionito citrato bicarbonato (DCB) e oxalato de aménio (OA). E importante a determinacéo
do teor dos 6xidos de Fe por estes terem a capacidade de retencdo de metais pesados com
elevada energia, mesmo em pequenas quantidades.

Os maiores teores de Fepcp (extracdo com DCB) e Feoa (extracdo com OA) foram no
solo A (Tabela 3). Este fato deve-se aos 6xidos de Fe de alta e baixa cristalinidade estarem
relacionados a fracdo argila dos solos. Vendrame et al. (2011) também obtiveram situacéo
semelhante. De acordo com Potter e Kampf (1981) e Kampf e Dick (1984), rochas mais
acidas, como o riolito e o dacito, conferem aos solos valores inferiores de Fepcg que as

rochas basicas, como o basalto. No trabalho de Pedron (2007) os teores de Fepcg €m solos
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originados de basalto foram menores que os aqui encontrados, variando de 17 a 74 g kg™.
Ja Kampf e Schwertmann (1995), em saprdlitos de basaltos e ridlitos, encontraram de 47 a
354 g kg™. J& Ghidin et al. (2006), também em solos provenientes de basalto, encontraram
concentracdes de Fe,O3 acima de 200 mg kg™. Horizontes com teores de Fe,Os inferiores a
50 g kg™ séo considerados pobres em Fe (MELFI et al., 1979), o que acontece com o solo

B. O material de origem da regiéo (arenito) é pobre em minerais primarios com Fe estrutural.

Tabela 3 Teores de Fe,O; extraidos com ditionito citrato bicarbonato (DCB) e oxalato de
amonio (OA) e relacdo Fe,030a/ Fe;03 pcg das amostras de solo coletadas na camada de 0-
20 cm de profundidade.

Fe»03 pes Fe2030a

Solo - Fe203 0a/Fe203pca
g kg
Solo A 113,8 11,4 0,1002
Solo B 48,0 5,3 0,1104

Os teores de Fepa s80 extremamente baixos se comparados aos de Fepcs, 0 que
pode ser confirmado pela baixa razdo Feoa/Fepcs (valor méximo de 0,11), evidenciando o
predominio de formas mais cristalinas de oxidos de Fe, caracteristica de solos em avangado
estagio de intemperismo (KAMPF et al., 2000). Em solo com maior grau de intemperismo é
comum encontrar valores para essa relagéo inferiores a 0,01 (MELO, 1998). O predominio

destas formas cristalinas deve-se a boa drenagem dos solos, ndo ocorrendo hidromorfismo.

1.5.2 Composicao mineraldgica da fracéo argila

Tanto as propriedades quimicas quanto as fisicas do solo sdo amplamente
controladas por seus minerais, de maneira especial por aqueles constituintes da fracdo
argila. A identificacdo, a caracterizacdo e o entendimento das propriedades dos diferentes
minerais do solo ajudam na avaliacdo da sua génese, dindmica dos metais e nas suas
propriedades relacionadas com a classificacdo e praticas agrondmicas.

Na Figura 6 s&o apresentados os difratogramas de raios X da fracéo argila dos solos
A e B. A DRX revelou a presenca de Oxidos de Fe de alta cristalinidade (goethita e
hematita), principalmente no solo A. Foi identificado também, o quartzo, cuja presenca deve-
se a sua alta resisténcia ao intemperismo. No solo A, observam-se 0s picos caracteristicos
do Quartzo (Qz), Caulinita (Ct), Hematita (Hm) e Gibbsita (Gb). Teve-se dificuldade de
identificacdo da Goethita (Gt) em virtude da sobreposi¢éo de picos, principalmente com os
picos caracteristicos da Hm. No solo B, ha predominancia de picos de Qz, além de também
estarem presentes Ct, Gb, Gt e Mica (Mi). Nesta amostra ndo foi possivel observar a
presenca de Hm. A caulinita € um mineral tipicamente formado em associacdo com perfis de
intemperismo e sua formacdo esta associada a hidrolise de silicatos precursores, sendo
favorecida sob condi¢cdes de boa drenagem e pH baixo (GONCALVES et al., 2006). Estes
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s

resultados confirmam que a composicdo mineralégica destes solos é diferente, por

possuirem materiais de origens diferentes.
A presenca consideravel de oxi-hidroxidos de ferro (hematita e goethita) e aluminio

(gibbsita), os quais possuem elevado pH no ponto de carga zero (PCZ), proporcionam uma

elevada capacidade de retencdo de metais em solos através de diferentes processos fisico-

quimicos, tais como adsorgdo, co-precipitacdo, oclusdo, entre outros (SPOSITO, 1989;
McBRIDE, 1994).
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Figura 6 Difracdo de raios X da frac&o argila do solo A (a) e do solo B (b).
Ct — caulinita, Hm — hematita, Qz — quartzo, Gb — gibbsita, Ha — halita, Mi — mica, Gt — goethita
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Com o objetivo de verificar se no solo A havia minerais do tipo 2:1, minerais estes
normalmente responséveis por aumento da capacidade de adsorcéo, foram realizados os
tratamentos necessarios, porém os difratogramas (Figura 7) mostraram nao haver este tipo
de mineral neste solo. Este resultado era o esperado, uma vez que o material de origem e
idade deste solo indica ser altamente intemperizado, ja ndo existindo este tipo de mineral

secundario.

Mg

Glicolada

Figura 7 Difratogramas de raios X de amostras orientadas da fracdo argila desferrificada do
solo A ao serem submetidas aos tratamentos com Mg, Mg com etilenoglicol, K e K com
aquecimento a 550 °C.

1.5.3 Efeito das caracteristicas das amostras de solo na adsor¢cdo dos metais

Os ajustes dos resultados experimentais pelos modelos de Frelndlich e Langmuir
estdo apresentados nas Figuras 8 e 9 (SNC) e Figura 10 e 11 (SC), e os parametros
quantitativos de ajuste da reagdo de adsorcao estdo na Tabela 4.

As isotermas de equilibrio de adsorcédo para os trés metais foram determinadas com
os resultados experimentais das concentragdes de equilibrio na fase liquida Ce versus qe,
que representa a concentracdo da fase sélida. Nos graficos apresentados, os pontos
representam os dados experimentais que compdem as isotermas de adsor¢cdo e as curvas
referem-se aos modelos de Langmuir e Fretndlich.

No solo A foi possivel observar que ocorreu ajuste a ambos 0s modelos de adsorc¢éao.
Ja no Solo B houve situacdes de alguns metais ndo se ajustarem adequadamente aos
modelos matematicos. Em SNC, somente o Pb que ajustou-se a ambos os modelos. Os
dados de Cu e Zn ndo se ajustaram ao modelo de Langmuir, somente no de Fretndlich. Ja
quando em SC, nao foi possivel ajustar a adsor¢do do Zn apenas ao modelo de Fretindlich
(Tabela 4).
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Tabela 4 Parédmetros de ajuste das equacgfes de Langmuir e Frelndlich para dados de
adsorcdo de metais nos dois tipos de solos avaliados, tanto em sistema competitivo quanto
nao-competitivo.

Langmuir Fretindlich
Solo KL CMA (b.) R? Ke 1/n R?
Metal
Lmg™ mg g™ Lmg*
Sistema N&o-Competitivo (SNC)
Ph Solo A 0,0988 1,25 0,98 370,94 0,284 0,89
Solo B 0,0885 1,00 0,98 391,74 0,168 0,88
Solo A 0,0152 0,83 0,92 813,21 0,223 0,91
cu Solo B n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Solo A 0,0338 0,63 0,93 134,74 0,260 0,82
Zn Solo B n.a. n.a n.a. 66,24 0,345 0,77
Sistema Competitivo (SC)
Pb Solo A 0,0851 2,50 0,98 367,28 0,384 1,00
Solo B 0,0483 1,00 0,99 166,34 0,324 0,86
cu Solo A 0,0565 1,43 1,00 302,55 0,276 1,00
Solo B 0,1393 0,29 0,99 250,61 0,039 0,13
Solo A 0,0173 0,63 0,99 45,95 0,436 0,95
zn Solo B 0,0237 0,32 0,93 n.a. n.a. n.a.

K. - constante relacionada a afinidade do adsorvente pelo adsorvato; CMA — capacidade maxima de adsor¢éo, parametro b do
modelo de Langmuir; R* — coeficiente de determinagao; Kr — constante de adsorcéo de Fretindlich
n.a. - o modelo ndo se ajusta aos dados experimentais

Observando-se todos os graficos de adsorcéo, é possivel perceber que em todos os
casos, seja em SC ou SNC, a maior adsorcdo foi sempre no solo argiloso,
independentemente do tipo do metal. E sabido que as rea¢des que promovem a retengéo de
metais pesados ocorrem sempre nas fragBes mais finas e que solos de textura mais
grosseira devem favorecer a mobilidade desses metais (LINHARES et al., 2009; LINHARES
et al., 2010).

O fato dos valores das concentracbes do metal na solucdo de equilibrio serem
diferentes nos dois tipos de solos ocorre devido a capacidade maxima de adsorcdo do
elemento pelos solos. Relata-se que, quanto maior for a capacidade de adsorver o elemento

pelo solo, menor sera sua concentracéo na solugdo de equilibrio (SODRE et al., 2001).
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Figura 8 Isotermas de adsorcdo de Cu, Pb e Zn, em sistema n&o-competitivo, para o solo
argiloso (Solo A).

Os ions de Cu, Zn e Pb apresentaram comportamentos distintos no processo de
adsorcéo, o que indica que diferentes mecanismos de adsor¢do podem ser envolvidos na
adsorcdo de cada metal da solugcdo. Antunes (2012), quando avaliou o potencial de
adsorcao de zedlita, observou esta diferengca para os ions Fe e Mn, sendo que a maior
adsorcdo ocorreu para o ion Fe, atribuindo tal comportamento em funcdo da maior
eletronegatividade deste, o que fez com que a adsorgcéo ocorresse de maneira mais rapida e
também em maior propor¢gdo. Amarasinghe e Williams (2007) também observaram estas

diferengas de adsorgéo entre os metais Cu e Pb.
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Figura 9 Isotermas de adsor¢édo de Cu, Pb e Zn, em sistema ndo-competitivo, para o solo
arenoso (Solo B).
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Figura 10 Isotermas de adsorcdo de Cu, Pb e Zn, em sistema competitivo, para o solo
argiloso (Solo A).
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Figura 11 Isotermas de adsor¢cdo de Cu, Pb e Zn, em sistema competitivo, para o solo

arenoso (Solo B).

O parametro b da equacéo de Langmuir tem sido utilizado para estimar a capacidade

maxima de adsorcdo (CMA) para varios elementos quimicos presentes nos solos. O solo A

apresentou sempre maior CMA do que o solo B, para os trés metais analisados. Esta

diferenca deve-se as caracteristicas fisicas e quimicas entre os solos (Tabela 2). Pode-se

inferir que o alto teor de argila do solo A, bem como seu alto teor de matéria organica,

devem ser os principais responsaveis pelo fenbmeno de adsorcdo dos metais. Segundo
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Araudjo e Amaral Sobrinho (2000), os atributos argila e carbono orgéanico séo as principais
causas de variagdo da adsorcdo do Cu. Corroborando com esta informacéo, Polo et al.
(1999) ainda ressaltam que é a afinidade do metal em formar complexos com a matéria
organica que confere esta forte retencdo do Cu pelo solo. Estes complexos se formam
devido, principalmente, a presenca de acidos humicos e fulvicos (ABREU et al., 2001).
Desta forma, a amostra de solo B apresentou menor CMA decorrente do fato da mesma
apresentar menor teor de argila, menor teor de MO e, consequentemente, menor CTC
(Tabela 2), o que significa menor nimero de cargas negativas em seus coléides, em que o0s
metais poderiam ser adsorvidos.

Quando possivel o ajuste aos modelos estudados, os coeficientes de determinacao
(R? obtidos mostraram-se significativos (Tabela 4) para quase todos os casos avaliados,
sendo excec¢do apenas para o elemento Cu quando no solo B em SC.

No caso do solo A, em SNC, obtiveram-se bons coeficientes de correlacdo das
equacgbes correspondentes aos modelos de Langmuir e Fretndlich (Tabela 4), variando
entre 0,82 e 0,98, porém o modelo de Langmuir subestimou a capacidade de adsor¢édo do
Cu e do Pb (Figura 8). Para estes dois metais, a isoterma de Freilndlich mostrou-se mais
proxima aos valores encontrados experimentalmente. Aradjo e Amaral Sobrinho (2000) e
Arias et al. (2006) ressaltam que a adsorcao de Cu é mais bem representada pela equacgéo
de Freindlich devido ao fato da heterogeneidade da superficie de adsor¢do. Resultados
semelhantes foram encontrados nos trabalhos realizados por Aradjo e Amaral Sobrinho
(2000), Sodré et al. (2001), Silveira e Alleoni (2003), Nascimento e Fontes (2004) e Chaves
et al. (2009), que também encontraram resultados que indicavam o modelo de Fretindlich
adequado a adsorc¢éao de Cu.

J4 a adsorcdo do Zn no solo A (SNC) foi bem representada por ambos os modelos
testados (Figura 8). E possivel observar também que o Zn foi o metal que teve menor
capacidade de adsorcdo quando comparado aos demais. O parametro de capacidade
maxima de adsorcdo (b) obtido pela isoterma de Langmuir mostra que este foi de
0,63 mg g™. Linhares et al. (2010), quando compararam a adsorcéo de Zn e Cu a diferentes
tipos de solos intemperizados, também observaram que o Zn foi o elemento com menor
capacidade de adsorcéo (0,25 a 0,63 mg g'). Chaves et al. (2008), que analisaram esta
capacidade maxima em argissolos do estado da Paraiba encontraram valores variando
entre 0,11 a 0,78 mg g*. Os maiores valores foram atribuidos aos solos que apresentaram
0s maiores valores de potencial elétrico negativo e ndo aos solos com 0s maiores teores de
argila. De acordo com Casagrande et al. (2004b), quanto maior for o potencial elétrico
negativo das superficies dos coldides, maior sera a adsor¢do de Zn nessas superficies.

Jé Souza et al. (2006) correlacionaram as diferentes propriedades quimicas e fisicas
de diferentes solos a capacidade méaxima de adsor¢édo de Zn e chegaram ao resultado que a
CTC foi a variavel que melhor se correlacionou, sendo que pH, carbono organico e teor de
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argila dos solos ndo se correlacionaram com os parametros de adsorgdo de Zn. Estes
autores encontraram os menores valores de capacidade de adsorc&o (0,21 a 0,38 mg g™)
nagueles solos mais intemperizados. J4 Nascimento e Fontes (2004) e Chorom et al. (2013)
verificaram que as maiores capacidades de adsorcdo do Zn estavam relacionadas aos
teores de argila, independente dos teores de matéria organica.

Pelos resultados experimentais, é possivel observar que para o Cu e o Pb, ocorre um
acréscimo rapido da capacidade de adsor¢cdo nas concentragdes mais baixas. Logo depois
ocorre um decréscimo na inclinacdo da curva (isoterma do tipo “L"). Segundo Petruzzelli et
al. (1985) e Dias et al. (2001), esta situacdo ocorre sempre que 0s sitios disponiveis para a
adsorcdo vao diminuindo, ou seja, acaba por ocorrer o recobrimento da superficie de
adsorcdo, o que indica, em baixas concentracdes, que a superficie tem alta afinidade pela
substancia adsorvida, sendo que esta afinidade diminui em maiores concentracfes.
Linhares et al. (2009) também obtiveram na maioria dos solos intemperizados estudados,
isotermas do tipo L para o Pb. Para o Cu, Linhares et al. (2010) obtiveram isotermas do tipo
L e do tipo H. Mouta (2007) encontraram o mesmo tipo de isoterma L em Latossolos do
estado de Minas Gerais quando avaliaram a adorcao de selénio (Se).

No solo B, em SNC, o Unico metal que teve seu comportamento adequado aos
modelos das isotermas de Langmuir e Freindlich foi o Pb (Figura 9). Para este metal, a
capacidade méaxima de adsorcdo (b) obtida pela isoterma de Langmuir foi de 1,00 mg g™.
Devido a adsorcao dos outros metais ndo terem se adequado a este modelo, ndo € possivel
a comparacao entre valores. Segundo Harter (1983), quando a forma da isoterma obtida por
este modelo ndo coincide com a experimental, e somente baixas concentracbes sao
empregadas na sua obtencao, os erros advindos da estimativa da adsorcdo maxima podem
atingir 50% ou mais.

Moreira (2004) também ndo conseguiu ajustar seus resultados para varios tipos de
solos estudados, sendo que a maior falta de ajuste ocorreu naqueles solos onde a adsor¢éo
foi muito alta, mesmo quando ha baixas concentra¢des inicialmente adicionadas.

No sistema competitivo, observa-se que tanto o modelo de Langmuir quanto de
Frelndlich tiveram ajustes adequados aos dados experimentais no solo A (Figura 10). No
caso do solo B, apenas o modelo de Freilindlich que ndo se ajustou adequadamente ao Zn
(Figura 11). Sabe-se que estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de verificar o
comportamento dos metais em sistemas multimetalicos, mas estes modelos nem sempre
mostram-se adequados quando nesta realidade.

A retencdo dos metais € um processo competitivo entre 0os ions em solucdo e
aqueles adsorvidos na superficie do solo. Consequentemente, a composicdo iénica da
solugdo exerce grande efeito na adsor¢do desses ions nas particulas do solo. Devido a
diversos fatores, como tipo de adsorbato e condi¢cdes experimentais, diferentes sequéncias

de afinidade podem surgir, sendo praticamente impossivel estabelecer uma sequéncia
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universal (MOREIRA, 2004). O mesmo autor avaliou a adsor¢gédo competitiva de Cd, Cu, Ni e
Zn em solos de diferentes composig8es e verificou que a medida que a concentracao inicial
foi aumentando, ocorreu a competicdo entre 0s metais, o que afetou a adsorcdo de todos os
metais, em diferentes propor¢des. Fontes e Gomes (2003) avaliaram a adsor¢cdo competitiva
de Cu, Cr, Pb, Ni, Zn e Cd em solos tropicais e observaram que alguns, como o Cu, Cr e Pb
mantiveram sua elevada afinidade com a superficie dos solos, enquanto Ni, Zn e Cd foram
deslocados nas superficies adsorventes. Esta diferenca ocorre em virtude do tipo de
interacdo metal-superficie do solo. Segundo McBride (1994), Ni, Zn e Cd sdo elementos
mais dependentes de interacBes eletrostaticas com o0s sitios de troca da fase sdélida,
enguanto o Cu é mais dependente de interacdes covalentes com as estruturas dos minerais.

Cabe ressaltar que se a habilidade do metal em ser retido fosse baseada somente
em ligacdes eletrostaticas, as ligacbes mais fortes seriam aquelas formadas entre os metais
com a maior relagdo carga:raio ibnico. Para ligacdes eletrostaticas de metais com cargas
iguais, a afinidade seria inversamente proporcional ao raio iénico ndo hidratado. Assim, a
afinidade seria proporcional ao potencial idnico (Z/r), em que Z é a carga e r é 0 raio iénico
do metal. No entanto, destaca-se que as ligacdes metdlicas ndo sdo inteiramente
eletrostaticas (McBRIDE, 1989; MOREIRA, 2004).

Avalia-se que essa seletividade esta também relacionada ao tamanho do raio idnico
hidratado dos ions: quanto menor, maior a retencao do ion pelo mineral. Um ion com raio
ibnico hidratado grande é retido com menor intensidade, enquanto um com raio pequeno
chega mais perto da superficie e, assim, a atragdo couldmbica é maior (SHINZATO et al.,
2009). Além disso, segundo Lee (1999), as medidas de mobilidade ou condutividade ibnica
em solugbes aquosas revelam que, quanto maior o raio do ion hidratado, menor € a sua
mobilidade.

Dentre os metais avaliados, o raio ibnico hidratado segue a seguinte sequéncia
decrescente: Zn (0,430 nm), Cu (0,419 nm), Pb (0,401 nm) (SHINZATO, 2007). Desta forma,
como o raio hidratado do Pb* é menor que dos outros elementos, as interacdes
coulombianas do Pb com os sitios de troca sdo favorecidas.

No solo argiloso, em SC, o Pb foi o elemento que teve os maiores valores de K,
seguido do Cu e do Zn (Tabela 4). Este parametro permite identificar a capacidade de um
solo reter determinado soluto. Neste caso, portanto, quando os trés metais estdo juntos
competindo pelos mesmos sitios ativos, a tendéncia é que o Pb fique retido com maior forga.
O parametro de K, (K de Langmuir) também teve esta mesma sequéncia.

No caso do solo arenoso, também em SC, o elemento com maior Kg foi o Cu,
seguido do Pb (Zn n&o foi determinado devido a falta de ajuste ao modelo de Fretndlich).
Neste caso, devido ao solo arenoso conter pouca argila, o fator que mais influenciou a
adsorcdo provavelmente foi o conteddo de matéria organica, que, embora também seja

pequeno, garante forte adsor¢cdo com o Cu (McBRIDE, 1994).
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Para Chaves et al. (2009), os teores de matéria organica e a CTC das amostras de
solo compdem as propriedades que mais influenciaram na adsor¢cdo do Cu em amostras de
Plintossolo. Silveira e Alleoni (2003) e Nascimento e Fontes (2004) também observaram que
os teores de argila e de matéria organica foram as caracteristicas melhor relacionadas com
a capacidade de adsorcdo do Cu por Latossolos. De acordo com McLaren e Crawford
(1973) e Cavallaro e McBride (1984) a matéria organica tem elevada afinidade com o Cu,
especialmente sob condi¢cBes acidas, tendendo a formar complexos Cu-MO, o que pode
provocar elevada capacidade de adsorcdo do elemento.

Outra questdo interessante para ser observada é com relacdo ao grau de
humificacdo da matéria organica. Segundo diversos autores, quanto maior o0 grau de
humificacdo (STEVENSON; FITCH, 1981) e maior pH, a forca de ligagdo do Cu também
aumenta, o que o torna mais indisponivel para o ambiente (YONEBAYASHI et al., 1994).
Chaves et al. (2009) obtiveram a CMA de Cu variando entre 0,6485 a 0,8398 mg g* em
amostras de Plintossolo de diferentes origens.

Ressalta-se também a grande afinidade que o elemento Pb apresenta pela maioria
dos grupos funcionais da matéria organica, inclusive com os grupos carboxilicos e fendlicos,
gue sdao fortes bases de Lewis. O Pb, além de ser um forte 4cido de Lewis, tem uma maior
eletronegatividade (2,33, 2,00 e 1,65 para Pb, Cu e Zn, respectivamente), e menor pKH (log
negativo da constante de hidrélise: 7,71, 8,00 e 9,00, para Pb, Cu e Zn, respectivamente)
(McBRIDE, 1989; MOREIRA, 2004). Cada um desses fatores faz o Pb ter preferéncia para
reacoes de sorcdo/complexacdo, com formacdo de complexos de esfera interna, quando
comparado aos demais (McBRIDE, 1994).

Cabe ainda frisar que embora a energia de adsorcéo (K) seja de extrema importancia
na fixacdo dos metais ao solo, o que reduz sua movimentacdo e redisponibilizacdo ao
ambiente, a quantidade maxima de adsorcdo (b) pode ndo guardar relacdo direta com a
energia de adsorcéo (Tabela 4). Linhares et al. (2009), quando avaliaram a adsorcdo de Cd
em diferentes tipos de solos, obtiveram, apesar das baixas energias de retencao, as maiores
gquantidades de adsorcado do metal em alguns solos. Isso significa que, apesar de adsorver
muito Cd, esse solo facilmente poderia redisponibilizar o metal, e que a maior parte dos
sitios de adsorcao eram de baixa afinidade pelo elemento.

Por fim, analisando-se os dados sob o aspecto da disponibilidade dos metais para as
plantas ou sob o aspecto de contaminacédo ambiental, a amostra de solo arenoso (B), em
seu pH original, por apresentar menor energia de ligagdo e menor capacidade de adsorcéo,
seria aguela na qual o elemento, presente no solo, ficaria mais disponivel, tanto para ser

absorvido pelas plantas quanto para ser lixiviado, podendo contaminar o lencol freético.
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1.5.4 Adsorcdao real dos metais apds contaminacgdao artificial

ApoOs a contaminacdo dos solos artificialmente, observa-se que a sequéncia de
adsorcéao predominante foi a seguinte: Pb > Cu > Zn, com excec¢do para o solo B em SNC,
no qual houve inversao entre o Zn e o Cu (Tabela 5). A Tabela 6 apresenta a porcentagem
de reducdo de adsorcdo dos metais Cu, Zn e Pb no sistema competitivo em relacdo ao

sistema n&o-competitivo.

Tabela 5 Teores dos metais Cu, Zn e Pb nos solos estudados, ap0s contaminacao artificial
em sistema competitivo (SC) e ndo-competitivo (SNC).

Cu Zn Pb
Amostra de Solo T
mg kg
Solo A - SNC 1.834,78 1.558,44 2.621,14
Solo A - SC 1.495,66 985,47 1.531,61
Solo B - SNC 673,80 795,86 1.732,22
SoloB - SC 603,97 437,79 1.410,56

Tabela 6 Proporcéo de decréscimo na adsor¢ao de Cu, Zn e Pb no sistema competitivo (SC)
em relacdo ao sistema ndo-competitivo (SNC).

Cu Zn Pb
Solo
%
Solo A -18,48 -36,76 -41,57
Solo B -10,36 -44,99 -18,57

No caso dos solos nos quais desejava-se os trés metais presentes (SC), cabe
lembrar que tomou-se o cuidado metodol6gico de colocar a mesma quantidade inicial de
cada metal para assim nao ocorrer problemas devido a competicdo em baixas ou altas
concentracdes, o que poderia favorecer a adsorcdo de um ou outro metal. Morera et al.
(2001) estudaram isotermas de adsor¢cdo em sistema competitivo e a partir da inclinagéo
inicial das isotermas o0s autores mostraram que o0s solos tém um grande nimero de sitios de
superficie de alta afinidade pelo Pb e Cu em relagéo ao Zn. A sequéncia obtida também esta
de acordo com os resultados encontrados por Kuo e Baker (1980), Basta e Tabatabai
(1992), Echeverria et al. (1998), Fontes e Gomes (2003) e Lopes (2009).

E possivel observar que o Pb foi adsorvido preferencialmente em relag&o ao Cu e Zn
e que a presenca desses metais no mesmo sistema interfere na retengcdo dos demais. O
mesmo foi obtido por Kuo e Baker (1980). Pierangeli et al. (2007), quando comparou a
capacidade de adsorcdo de Cu, Pb e Cd em sistema individual e competitivo, também
verificaram que todos os metais tiveram menor adsor¢do quando em sistema competitivo,
porém a diferenca foi menor para o Cu e Pb.

Fontes e Gomes (2003) estudaram a adsorcdo competitiva de metais em amostras
de solos de regides tropicais e observaram que com 0 aumento das concentracdes

adicionadas, alguns metais como o Cu, mantém sua elevada afinidade com a superficie dos
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solos, enquanto Ni, Zn e Cd sdo deslocados das superficies adsorventes do mesmo.
Moreira (2004) verificou que na maioria dos solos estudados (estado de S&o Paulo), o Cu e
0 Zn apresentaram maior afinidade de adsor¢cédo que o Ni. Mellis (2006) também obteve a
sequéncia Cu > Cd > Zn > Ni quando avaliou a adsor¢cdo destes metais em solos tratados
com lodo de esgoto.

A sequéncia obtida pode ser interpretada com base em critérios que evidenciam a
formacdo de complexos de esfera interna ou complexos de esfera externa, tais como:
potencial idnico, eletronegatividade, grau de dureza e constante de hidrdlise. A dificuldade
de conclusdao com base nesta abordagem foi percebida em estudos de McBride (1989),
Basta e Tabatabai (1992) e Moreira (2004).

Com relacdo aos valores de capacidade maxima de adsorcdo (parametro b)
determinados pela aplicacdo da isoterma de Langmuir (Tabela 4) e os valores realmente
encontrados apés o processo de contaminacao efetiva dos solos, pode-se observar que no
SC, o Cu ficou com valores muito préximos ao calculado, tanto para o solo argiloso quanto
arenoso. Para o solo argiloso, o valor estimado foi de 1,43 mg g™ (correspondente a 1.430
mg kg?) e o valor realmente encontrado foi de 1.495,66 mg kg”. No solo arenoso, a
estimativa foi de 0,63 (630 mg kg™) e o valor encontrado apds a contaminagéo foi de 603,97
mg kg™. Para o Zn, a diferenca foi um pouco maior, sendo que o estimado no solo argiloso
foi de 0,625 mg g™ (625 mg kg™) e o real de 985,47 mg kg™. Para o Pb, a CMA estimada em
2,5 mg g* (correspondente a 2.500 mg kg') e o valor realmente encontrado foi de
1.531,61 mg kg™, o que significa que o modelo de Langmuir acabou por superestimar o valor
encontrado na pratica. No caso do solo arenoso, em SC, a isoterma de Langmuir
subestimou o valor que foi realmente encontrado, principalmente para o Cu e Pb.

No sistema individual (SNC), a sequéncia de maior adsor¢cdo dos metais para o solo
A foi Pb > Cu > Zn, e para o solo B foi Pb > Zn > Cu. Lopes (2009) e Moreira (2004)
obtiveram a mesma sequéncia obtida pelo solo argiloso (Pb > Cu > Zn).

Fazendo-se aqui o paralelo entre os resultados estimados pela isoterma de Langmuir
e os efetivamente encontrados pela contaminacéo artificial, € possivel confimar que no SNC,
a isoterma de Langmuir subestimou os valores de capacidade maxima de adsorcdo do Pb,
Cu e Zn (Tabela 4), tanto para o solo argiloso quanto arenoso (para Pb), uma vez que os
valores efetivamente encontrados foram maiores que os anteriormente estimados pelo
modelo fisico-quimico.

Com relagéo a proporcao de decréscimo de adsor¢do dos metais em SC (Tabela 6),
nota-se que o Cu foi o elemento que apresentou menor variagcdo para ambos os solos.
Moreira (2004) também observou que o Cu foi 0 metal que apresentou menor variagao
quando comparado aos demais metais e entdo concluiu que a competicdo idnica nao
impede sua ligacdo preferencial nos sitios de adsor¢cdo do solo. Fontes e Gomes (2003)
também observaram resultados semelhantes. No caso do Zn, Moreira (2004) encontrou
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valores diminuindo de 37,5 a 82,5% entre o sistema ndo-competitivo e competitivo e nos
estudos de Charon et al. (2013) esta diminuigdo variou entre 21,2 e 51,3% quando a
competicdo ocorreu entre 0 Zn e o Cd e Ni.

Fontes et al. (2000) estudaram a adsorgcdo competitiva de Cd, Cu, Zn e Pb em solos
tropicais e verificaram que, nas solugdes mais concentradas, houve decréscimo na adsorgéao
de Zn e Cd. Ja o Cu e o Pb praticamente ndo foram afetados pelos demais elementos,
indicando um mecanismo de retencdo mais especifico, envolvendo ligagbes covalentes

entre esses elementos e as estruturas dos minerais presentes no solo.

1.5.5 Distribui¢cdo dos metais nas diferentes fragcfes do solo

Em estudos de extracdo sequencial, pode-se quantificar e qualificar as formas de
retencdo de um metal nos diferentes componentes coloidais do solo. No solo, 0s metais se
dividem entre a fase soélida e a solu¢do do solo, com preferéncia para a fase sélida. Os
metais adicionados ao solo na forma solUvel sdo geralmente transferidos e se distribuem
entre os componentes da fase sélida do solo, seguindo um padréo natural de distribuicao, o
que é caracteristico de cada solo e de cada elemento e depende, em grande parte, das
propriedades do solo (HAN; BANIN, 1999). A distribuicdo percentual dos metais nas fracoes
do solo esta apresentada na Figura 12 e os teores encontrados em cada fracdo estédo
disponiveis no Apéndice (Tabela 34).

No caso do solo arenoso (Solo B - SNC), o Cu ficou, em ordem decrescente, nas
seguintes fracdes: Trocavel > Oxidos > Carbonatos > Sol(vel > Matéria organica > Residual.
Amaral Sobrinho et al. (1997) verificaram em um Argissolo com baixos teores de matéria
organica que o Cu adicionado via residuo siderurgico, estava em sua maioria ligado a fracédo
residual e 6xidos de Fe. A baixa afinidade pela matéria organica deve-se ao fato desta estar
presente em baixissima concentracdo no solo arenoso (10,72 g kg™) (Tabela 2), dificultando
a interacdo que normalmente o elemento Cu apresenta com este componente do solo. O Cu
€ um metal que apresenta grande afinidade por ligantes organicos (SAUVE et al., 2000). De
acordo com Polo et al. (1999), esta afinidade do metal formar complexos com a matéria

organica é um dos mecanismos mais efetivos de retencdo do elemento pelo solo.



42

100% ~
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

Cu nas fragcdes (%)

e
mE

Solo A-Cu (SNC) Solo A-Cu(SC) SoloB-Cu(SNC) SoloB-Cu(SC)

mSoluvel ®mTrocavel mCarbonatos = Oxidos Matéria Organica mResidual

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Pb nas fragdes (%)

Solo A-Pb (SNC) SoloA-Pb(SC) SoloB-Pb(SNC) SoloB-Pb(SC)

mSolivel mTrocavel mCarbonatos = Oxidos Matéria Organica mResidual

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Zn nas fragcdes (%)

Solo A-Zn (SNC) SoloA-Zn (SC) SoloB-2Zn(SNC) SoloB -2Zn (SC)

mSolivel mTrocavel mCarbonatos = Oxidos = Matéria Organica ™ Residual

Figura 12 Distribuicdo relativa de Cu, Zn e Pb nas fra¢des sollvel, trocavel, ligada aos
carbonatos, ligada aos 6xidos, ligada & matéria organica, e residual, para os solos A e B.

McBride (1989) apresentou uma sequéncia tipica de afinidade entre metais e a

matéria organica a pH = 5 (Tabela 7). Esta sequéncia esta relacionada a eletronegatividade
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destes metais, ou seja, ions metélicos com maior eletronegatividade ligam-se a matéria

organica com maior intensidade, evidenciando ligacao do tipo covalente.

Tabela 7 Sequéncia de afinidade de metais divalentes pela matéria organica.

Sequéncia de Cu (2,0)> Ni (1,91) > Pb (2,33) > Co (1,88) > Ca (1,00) > Zn (1,65)> Mn (1,55) > Mg (1,31)
afinidade

O ndmero entre parénteses representa a eletronegatividade.
Fonte: McBRIDE (1989)

O processo de contaminagao artificial do solo argiloso (Solo A- SNC) fez com que o
elemento Cu se distribuisse em ordem decrescente nas seguintes fracdes: Trocavel >
Oxidos > Carbonatos > Solivel > Residual > Matéria Organica. Melo et al. (2008)
encontraram os teores de Cu em solo ligados principalmente as fragdes trocavel e matéria
organica. Ja Matos et al. (1996) observaram que aproximadamente 40% do total de Cu
adicionado a um Latossolo Vermelho-Amarelo Hamico, via CuCl,.H,0O, ficou retido na fracao
residual. No presente estudo, o pequeno percentual de Cu ligado a matéria organica ndo era
esperado, j4 que esta esta presente em quantidades altas neste solo (33,51 g dm™) (Tabela
2). Acredita-se que ocorreu a falta de seletividade dos reagentes utilizados anteriormente a
etapa de extracdo dos metais ligados a matéria organica. Devido a este solo ndo conter
originalmente materiais carbonatados em grandes quantidades em virtude de seu material
de origem ser basalto, a adi¢cdo de acetato de sddio a pH 5 deve ter removido os metais que
estavam ligados a matéria organica. Kummer (2008) também observou que este extrator foi
um dos responsaveis pela falta de seletividade e acabou removendo os metais ligados tanto
aos 6xidos quanto a matéria organica.

Varios autores ja observaram problemas resultantes da aplicagdo de distintas
técnicas de extragbes sequenciais (LIMA et al.,, 2001). Dentre os principais problemas
encontrados estdo a baixa seletividade dos extratores (SHAN; CHEN, 1993; SHIOWATANA
et al., 2001), a redistribuicdo dos metais durante os processos de extracédo (TU et al., 1994;
RAKASASALAYA et al., 1996) e a dependéncia dos resultados das condicbes operacionais
(SAHUQUILLO et al., 1999). Outra deficiéncia, apontada por Baffi et al. (1998) é a influéncia
da composicdo mineraldégica da amostra na eficiéncia das extracdes. Mehra e Jackson
(1960) e Egreja Filho (2000) concluiram que n&o basta a destruicdo de uma determinada
fase solida para que os metais pesados ligados a ela sejam extraidos quantitativamente,
dados os problemas de precipitacdo e readsorcdo. Porém, em resposta a todas essas
limitacBes, tais métodos ainda oferecem a melhor medida de associacdes quimicas entre os
elementos em estudo e as formas amorfas e cristalinas do solo, que ndo sao facilmente
avaliadas por outros tipos de medida (AMACHER, 1996).

Para o Pb, nas quatro situactes, a fragcdo que predominou é a trocavel. No solo A,
em SNC, a sequéncia decrescente foi a seguinte: Trocavel > Carbonatos ~ Oxidos > Matéria

Orgénica > Residual ~ Solavel. A distribuigdo foi semelhante para o SC, cabendo observar
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que os maiores teores encontrados na fragéo trocavel e solivel em SC deve-se ao fato da
competicdo existente entre os metais Cu e Zn pelos sitios de adsor¢éo, o que acabou por
ficar mais metal nas fragdes mais disponiveis. Cabe ressaltar que as quantidades de metais
adicionadas inicialmente foram as mesmas, tanto no sistema multimetalico quanto
monometélico (3 mg do metal/g de solo). Villar e Garcia (2002) também obtiveram fracdes
significativas de Pb para as fases trocavel. A quantidade significativa de Pb na fragéo ligada
aos Oxidos também deve ser levada em consideracdo. Segundo McKenzie (1980), a
adsorcdo especifica de céations metdlicos por 6xidos de Mn segue a seguinte ordem: Pb >
Cu > Mn > Co > Co > Zn > Ni. Tal comportamento baseia-se na elevada superficie
especifica desses minerais microcristalinos e em suas estruturas cristalinas e caracteristicas
de carga. Pelo fato de os 6xidos de Mn apresentarem cargas dependentes de pH e PCZ
variando de 1,5 a 4,6, desenvolvem elevado potencial de carga negativa em uma faixa
normal de pH dos solos (>5).

Para o Zn, a soma das fracdes mais disponiveis (Solavel + Trocével) representou
mais de 60% do total de Zn no solo A — SNC e praticamente 90% no SC. No solo B, esta
proporgéo chegou a ser ainda mais alta (acima de 90% em ambas as situacdes).

Dentre os trés metais avaliados na fracdo sollvel, o Zn foi 0 que apresentou 0s
maiores teores. Esta fracdo sempre foi maior quando os outros metais foram adicionados,
ou seja, no sistema multimetélico (SC). Esta situacdo ocorre pois 0 Zn é o metal que
apresenta menor afinidade pelas fracées do solo, 0 que em um processo competitivo pelos
sitios de adsor¢cdo faz com que este, sendo adicionado nas mesmas concentragdes que 0S
outros (Pb e Cu), acabe sendo menos adsorvido as fracdes mais energéticas. Desta forma,
grande parte acaba por ficar na solu¢cdo do solo (fracdo sollvel), ficando entdo mais
prontamente disponivel para as plantas ou a lixiviacao.

Nestas condi¢bes, portanto, o Zn € o metal que pode oferecer os maiores riscos de
contaminacdo do ambiente, principalmente para as plantas e para as aguas subterréneas.
Uma alternativa para tentar diminuir os riscos ambientais deste metal é a elevac¢ao do pH
dos solos. De acordo com Moraghan e Mascagni (1991), acima de pH 5,5, 0 Zn é adsorvido
a hidroxidos de Al, de Fe e de Mn. Em testes de adsor¢cdo, o aumento de uma unidade no
valor de pH entre 5 e 7 causa diminuicdo de 30 vezes na concentracdo de Zn em solos
acidos. Porém, esta elevacdo também deve ser cautelosa, uma vez que Malavolta (2006)
lembra que, em alguns solos, a elevacdo do valor de pH pode incrementar a disponibilidade

de Zn devido a dissolucdo da matéria organica ou a formacéo de Zn(OH)".
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1.6 CONCLUSOES

e Os solos estudados, por serem resultantes de materiais de origens distintas,
apresentaram caracterizagdo quimica, fisica e mineralégica diferentes. De acordo
com o triangulo textural, foram classificados como muito argiloso (Solo A) e arenoso
(Solo B). Em ambos os solos ndo foi obsevada a presenca de minerais do tipo 2:1,
estando presentes principalmente caulinita e Oxidos de ferro e aluminio,
predominando aqueles com maior cristalinidade;

e O Pb é 0 metal com maior capacidade de adsor¢cédo se comparado ao Cu e Zn, tanto
em solo argiloso quanto no solo arenoso, em sistema competitivo ou nao;

¢ No solo argiloso, os modelos fisico-quimicos propostos por Langmuir e Frelindlich
mostraram-se adequados para representar o comportamento de adsor¢do dos
metais Cu, Pb e Zn em sistema multimetalico;

e As estimativas de capacidade maxima de adsorc¢éo de Cu propostas pelo modelo de
Langmuir foram perfeitamente confirmadas apdés o processo de contaminacdo de
ambos os solos testados em sistema multimetalico;

e O modelo de Langmuir subestimou os valores de capacidade maxima de adsorcao
de Cu e Pb no solo argiloso, em sistema monometalico;

e A competicdo entre os metais afetou a magnitude de adsorcédo de todos 0s metais,
sendo a menor variacao para o Cu;

¢ O comportamento distinto dos metais, em ambos 0s sistemas avaliados, evidenciou
que a adsorcdo competitiva deve ser considerada para se avaliar, de maneira mais
realista, a biodisponibilidade, a toxicidade e o potencial de lixiviagdo dos metais
pesados em solos;

e Enfim, pode-se concluir que as caracteristicas dos solos inluenciaram a adsorcao
dos metais e que cada metal também apresentou comportamento distinto. Embora
para nem todas as situacdes os modelos de Langmuir e Freldndlich tenham se
ajustado adequadamente, é importante o estudo destes modelos para facilitar o
entendimento e a tomada de decisdes quando em situacdes de contaminagao por
metais pesados. Em caso de contaminagdo do solo simultdnea com os trés metais,
Cu, Pb e Zn, 0 Zn é 0 que apresenta o maior potencial de ocasionar danos ao
ambiente, especialmente as plantas e aguas subterraneas, por apresentar o menor

potencial de ligacéo as fracdes menos disponiveis do solo.
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CAPITULO 2 — CARACTERIZACAO DE BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO A PARTIR
DA MANIPUEIRA E AVALIACAO DA SUA CAPACIDADE DE ADSORCAO DE COBRE,
ZINCO E CHUMBO

RESUMO

Os biossurfactantes sdo compostos amplamente estudados em todo o mundo e suas
caracteristicas os tornam muito atrativos em relagcao aos surfactantes sintéticos. No entanto,
0 custo de producdo dos biossurfactantes ainda inviabiliza sua producdo em escala
industrial. Diversos tipos de residuos agroindustriais tém sido alvo de estudos como
substratos para processos industriais de forma a tornar vidvel a producdo e a
comercializacdo dos biossurfactantes em larga escala. Essas matérias-primas possuem
vantagens de serem encontradas em excesso e produzidas em regifes de clima tropical ou
temperado. O presente trabalho teve como objetivo avaliar e caracterizar o biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis a partir da manipueira, residuo liquido da industria de farinha
de mandioca, e verificar sua capacidade de adsorver os metais cobre, zinco e chumbo.
Realizaram-se as seguintes avaliacdes: indice de emulsificacdo (IE), espectroscopia de
infravermellho (FTIR), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e testes de adsorcéo
dos metais cobre (Cu), zinco (Zn) e chumbo (Pb) ao biossurfactante. Com o propdésito de
verificar a possibilidade de adsorcado do biossurfactante ao solo, foram também colocadas
em contato com dois tipos de solos, solugbes contendo o biossurfactante e entdo, apdés
centrifugacdo, a avaliagdo desta solucdo por IE. O biossurfactante produzido apresentou
propriedades emulsificantes e estabilidade, sendo que o indice de emulsificacdo ficou em
torno de 60%, mesmo apds 72 h de formacdo da emulsdo. As analises de FTIR e HPLC
permitiram afirmar que o biossurfactante produzido é composto fundamentalmente de
surfactina, estando esta em concentracdo 0,28 mg g*. Com relagdo ao potencial de
adsorcdo de Cu, Zn e Pb, o biossurfactante foi capaz de adsorver estes metais em sua
estrutura. O modelo de adsorcdo de Langmuir ajustou-se bem ao Cu e Zn, sendo que a
capacidade maxima de adsorgéo foi estimada em 10 e 5 mg g™, respectivamente. No
processo de adsorcdo do Pb, o biossurfactante apresentou-se como um bom adsorvente,
porém nao se ajustou satisfatoriamente aos modelos de Langmuir e de Fretindlich.

Palavras-chave: metais pesados, surfactina, residuo agroindustrial, Bacillus subtilis.



56

CHARACTERIZATION OF BIOSURFACTANT PRODUCED FROM CASSAVA WATER
AND EVALUATION OF ITS CAPACITY OF ADSORPTION OF COPPER, ZINC AND LEAD

ABSTRACT

Biosurfactants are extensively studied worldwide compounds and its features make it very
attractive in comparison with synthetic surfactants. However, biosurfactants have not yet
been employed extensively in industry because of their relatively high production costs.
Various types of organic residues have been investigated as substrates for industrial
fermentations in order to make feasible the production and commercialization of
biosurfactants on a large scale. These raw materials have the advantage of being found in
excess and produced in regions with a tropical or temperate climate. This study aimed to
evaluate and characterize the biosurfactant produced by Bacillus subtilis from cassava water,
liquid waste from the cassava flour industry. The following assessments were made:
emulsifying index (IE), infrared spectroscopy (FTIR), high performance liquid
chromatography (HPLC) and testing of adsorption of copper (Cu), zinc (Zn) and lead (Pb) to
the biosurfactant. In order to verify the possibility of adsorption of the biosurfactant to the sail,
two different soil types were placed in contact with solutions containing the biosurfactant and
then, after centrifugation, evaluation of this solution by IE was carried out. The biosurfactant
showed stability and emulsifying properties, and the emulsification index was around 60%
even after 72 h of the emulsion formation. The analyzes FTIR and HPLC allow affirm that the
biosurfactant produced is formed mainly of surfactin, being in concentration 0.28 mg g *.
With respect to the potential adsorption of Cu, Zn and Pb, the biosurfactant was able to
adsorb these metals in their structure. The Langmuir adsorption model fits well to Cu and Zn,
and the maximum adsorption capacity was estimated at 10 and 5 mg g™, respectively. In the
adsorption process of Pb, the biosurfactant was a good adsorbent, but not satisfactorily fitted
by Langmuir model.

KEY-WORDS: heavy metals, trace elements, surfactin, agroindustrial waste, Bacillus
subtilis.
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2.1 INTRODUGCAO

Os surfactantes constituem uma importante classe de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais, sendo que a maioria dos surfactantes
disponiveis comercialmente sdo sintetizados a partir de derivados de petréleo. Entretanto, o
crescimento da preocupacdo ambiental entre os consumidores, combinado com novas
legislacdes de controle do meio ambiente, levam a procura por surfactantes naturais como
alternativa aos produtos existentes. Os compostos de origem microbiana que exibem
propriedades surfactantes sdo denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos
metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras.

Os biosurfactantes apresentam a vantagem de poderem ser sintetizados a partir de
substratos renovaveis e possuirem grande diversidade quimica, possibilitando aplicacbes
especificas para cada caso particular. O tipo de surfactante produzido varia em funcéo de
diversos fatores, tais como tipo de substrato, micro-organismo produtor e condi¢cdes de
operacéo do cultivo, como pH, temperatura, aeracao, etc.

Tem sido comum a aplicagdo de surfactantes com o objetivo de remediar solos
contaminados com hidrocarbonetos e/ou metais pesados e 0 uso de biossurfactantes torna-
se atrativo, uma vez que estes possuem maior biodegradabilidade e baixa toxicidade. O
sucesso da aplicacdo destes compostos na eficiente remogédo dos metais depende de varios
mecanismos fisico-quimicos de interacdo e condigcbes ambientais. Entre os fatores basicos
envolvidos, pode-se citar o tipo de surfactante, o tipo de solo, o tipo de contaminante e a
respectiva complexa interacdo entre solo:metal:surfactante.

Uma classificacdo existente entre os surfactantes baseia-se na presenca de cargas
no seu grupo polar, sendo divididos em catibnicos, aniénicos, ndo idnicos (neutros) e
anféteros. Os surfactantes aniénicos, podendo-se citar como exemplo a surfactina, possuem
carga elétrica negativa em sua estrutura e, portanto, quando em contato com cations
metalicos, pode resultar na ligacdo entre os elementos. Esta possibilidade de ligacdo é um
dos motivos que levam surfactantes a serem utilizados na remocdo de metais de meios
onde ha a presenca destes. Cabe ressaltar que a avaliacao desta capacidade de adsorcao
também tem por objetivo a possibilidade de aplicacdo deste biossurfactante como agente de
remocdo de metais em meio liquido, tais como efluentes e/ou aguas contaminadas por
metais pesados.

Tendo em vista 0 exposto acima, este capitulo irA apresentar algumas das
caracteristicas do biossurfactante produzido a partir do processo de cultivo de Bacillus
subtilis em manipueira, bem como ira apontar os resultados do potencial de adsorcao dos

metais cobre (Cu), zinco (Zn) e chumbo (Pb) a este biocomposto.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral
Avaliar e caracterizar o biossurfactante produzido a partir de manipueira e verificar

sua capacidade de adsorver os metais cobre, zinco e chumbo.

2.2.2 Objetivos especificos
e Caracterizar o biossurfactante obtido pelo processo de cultivo de Bacillus subtilis em
maipueira utilizando a técnica de FTIR e HPLC;
¢ Avaliar a capacidade do biossurfactante em adsorver os metais Cu, Zn e Pb;
e Verificar a adequacdo das equacgbes de Langmuir e Frelndlich para descrever a

adsorgado dos metais no biossurfactante.
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2.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.3.1 Surfactantes quimicos e biossurfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas, constituidas de um grupo polar
(hidrofilico) e um grupo n&o-polar (hidrofobico) (BANAT, 1995) (Figura 13). E um composto
caracterizado pela capacidade de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um
liguido (BARROS et al., 2008; DARVISHI et al., 2011). Além disso, devido a sua estrutura e
dependendo da sua concentracao, pode haver interagdo das moléculas de surfactantes com

formacédo de agregados denominados micelas (MULLIGAN, 2005).

Parte hidrofilica
7 (POLAR)

—

|
Parte hidrofébica
(APOLAR)

Figura 13 Representacdo esquematica de um surfactante.

A parte hidrofébica é uma cadeia de hidrocarbonetos variando de 8 a 18 a4tomos de
carbono, ja é a parte hidrofilica que determina se um surfactante € nao i6nico, anidnico,
catidnico ou anfétero. Os grupos hidrofilicos podem conter sulfonato, sulfato, carboxilato
(anidnicos), aménio guaternario (catidnico) ou polioxietileno (ndo ibnico) (MILLIOLI, 2009).

A solubilidade é uma das propriedades mais importantes de um surfactante,
estando diretamente relacionada com o tamanho do grupo hidrofébico ou hidrofilico. Para
um mesmo grupo hidrofilico, o aumento do grupo hidrofébico causa o aumento da massa
molecular do surfactante que, por sua vez, torna-se menos sollvel em agua. Similarmente, a
medida que aumenta a quantidade do grupo hidrofilico, para a mesma quantidade do grupo
hidrofébico, o surfactante torna-se mais solavel em agua (MILLIOLI, 2009).

Outra caracteristica dos surfactantes muito aplicada € sua capacidade de
detergéncia, ou seja, € um processo de remoc¢do de uma substéncia indesejavel de uma
superficie solida, geralmente com aplicacdo de uma forgca mecéanica na presenca de uma
substancia quimica, como um surfactante (NITSCHKE; PASTORE, 2002; GOUVEIA et al.,
2003). O efeito de detergéncia envolve uma série de fendmenos que atuam de modo a
remover particulas oleosas (MILLIOLI, 2009).

Os tensoativos ou surfactantes s&o utilizados industrialmente como adesivos,
floculantes, espumantes, desemulsificantes e penetrantes. Na industria petroquimica sao
tradicionalmente usados na extracdo de 6leo, aumentando a solubilidade dos componentes
do petrdleo ou diminuem a tensdo interfacial, colaborando com sua mobilizacdo
(NITSCHKE; PASTORE, 2002; BUENO, 2008).
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De acordo com dados publicados por Shaligram e Singhal (2010), a industria
surfactante ultrapassa US$ 9 milhdes por ano. A grande maioria dos surfactantes
disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de derivados de petroleo (NITSCHKE;
PASTORE, 2002; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; BUENO, 2008). Nos paises
industrializados, cerca de 70 a 75% dos surfactantes consumidos sdo de origem
petroquimica (BUENO, 2008). Os surfactantes produzidos a partir do petréleo requerem
sintese e varias etapas de purificacéo, tornando-se um processo de alto custo, além do que
novas aplicacbes aumentaram a sua demanda no mundo. Desta forma, embora a maioria
seja de origem petroguimica, os biossurfactantes estdo ganhando importancia e
necessidade de competir com surfactantes quimicos com relacao a funcionalidade, ao custo
e a capacidade de producéo para atender a demanda (SHALIGRAM; SINGHAL, 2010).

Na Tabela 8 sdo apresentados exemplos de surfactantes de origem sintética muito

utilizados.

Tabela 8 Exemplos de surfactantes de origem sintética.

TIPO AGENTE TENSOATIVO FORMULA
Catibnicos Brometo de cetiltrimetil aménio (CTAB) CH3(CH,)1sN"(CH3)3Br
Brometo de dodeciltrimetil amonio (DTAB) CH3(CHa)11N*(CH3)3Br
Anénico Dodecil sulfato de sodio (SDS) CH3(CH,)11SO4 Na*
Bis(2-etilhexil) sulfosuccinato de sédio (Aerosol OT)  [CH3(CH2)3sCH(C2Hs)CH,OCO],CHSOs Na*
Dihexadecil fosfato (DHF) [CH3(CH2)11(OCH2CH2)230H
N&o ibnicos Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol (Triton X-100) C14H220(C2H40)N
Polioxietileno (23) dodecanol (brij 35) CH3(CH>)11(OCH,CH5)»30H
Anféteros 3-(dodecilmetil aménio) propano 1-sulfato (SB-12) CH3(CH2)11N"(CH3)2(CH,)30S03
4-(dodecilmetil amédnio) butirato (DAB) CH3(CH2)11N*(CHs)2(CH2)sCOO"

Fonte: Adaptado de Maniasso (2001)

O termo biossurfactante surgiu para diferenciar aqueles surfactantes que ndo eram
de origem petroquimica. A classificagdo, no entanto, € usada livremente na comunidade
cientifica, quer para surfactantes derivados de recursos renovaveis por meios quimicos (por
exemplo, transesterificacdo para a producdo de poliglicésidos de alquilo, APGs) ou para
biomoléculas com propriedades surfactantes semelhantes produzidos por micro-organismos
ou plantas (HENKEL et al., 2012). Entretanto, o termo € mais frequentemente utilizado para
referir-se a compostos de origem microbiana que apresentam propriedades surfactantes
(CAMEOTRA; MAKKAR, 1998; HASHIM et al., 2011; HENKEL et al., 2012).

Os biossurfactantes podem ser produzidos por um elevado numero de tipos e
espécies de micro-organismos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos
(MULLIGAN et al., 2001; BARROS et al., 2007; MARTINS et al., 2008; CASTIGLIONI et al.,
2009; DAS et al., 2009). Apresentam uma diversidade de estruturas quimicas, podendo ser

classificados em varios grupos: glicolipideos, lipopeptideos, lipopolissacarideos,
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fosfolipideos e &cidos graxos/lipideos neutros (ASCI et al., 2008). Outra classificacdo esté
baseada no peso molecular destes compostos, sendo geralmente agrupados em: (1)
biossurfactantes de baixo peso molecular, incluindo entre estes lipopeptideos, glicolipidios,
flavolipidios, fosfolipidios e &cidos graxos; (2) faz alusdo aos biossurfactantes de alto peso
molecular, que referem-se aos bioemulsificantes e sdo compostos por polissacaridios,
proteinas, lipopolisacaridio e lipoproteinas. O primeiro grupo é capaz de diminuir a tenséo
superficial e interfacial como efeito priméario. J& o grupo de bioemulsificantes forma
emulsdes estaveis do 6leo na dgua e da dgua no Gleo e ndo apresenta significativa reducéo
da tensédo superficial e interfacial (DASTGHEIB et al., 2008; DARVISHI et al., 2011).

Na Tabela 9 sdo apresentadas as principais classes de biossurfactantes, bem como

0S micro-organismos produtores.

Tabela 9 Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos produtores.

TIPO DE BIOSSURFACTANTE MICRO-ORGANISMOS
Glicolipidios
- Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa
- Soforolipidios Torulopsis bombicola, T. apicola
- Trehalolipidios Rhodococcus erythropolis
Lipopeptidios e lipoproteinas
- Peptidio-lipidio Bacillus licheniformis
- Serrawetina Serratia marcescens
- Subtilisina Bacillus subtilis
- Viscosina Pseudomonas fluorescens
- Surfactina Bacillus subtilis
- Polimixina Bacillus polymyxa
- Gramicidina Bacillus brevis
Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos
- Acidos graxos Corynebacterium lepus
- Lipideos neutros Nocardia erythropolis
- Fosfolipidios Acidithiobacillus thiooxidans
Surfactantes poliméricos
- Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
- Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
- Liposan Candida lipolytica
- Carboidrato-lipidio-proteina Pseudomonas fluorescens
- Manana-lipidio-proteina Candida tropicalis

Fonte: Nitschke e Pastore (2002)

Recentemente, os biossurfactantes tém aumentado suas aplicagbes em diversos
ramos, podendo-se citar a indUstria cosmética, alimentar, farmacéutica e a agricultura, além
da remediacdo de &reas contaminadas por metais pesados e/ou Oleos. Estes
biossurfactantes também tém sido utilizados na recuperagdo de combustivel em pocos de
petréleo (NITSCHKE; PASTORE, 2002; SATPUTE et al., 2010).

Os biossurfactantes apresentam grande potencial econdmico a longo prazo devido
ao seu apelo ambiental em relacdo aos surfactantes sintéticos (CAMEOTRA; MAKKAR,
2004). Além disso, apresentam também algumas outras vantagens como
biodegradabilidade, maior habilidade para complexar metais pesados, baixa toxicidade,

producdo a partir de fontes renovaveis, funcionalidade sob condicBes extremas de pH e
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temperatura, estabilidade, entre outros (NITSCHKE; PASTORE, 2002; COLLA; COSTA,
2003; DASTGHEIB et al., 2008; DARVISHI et al., 2011).

No processo de remediacdo de &reas contaminadas, a possibilidade do uso de
agentes mobilizantes de poluentes mais biocompativeis que os surfactantes quimicos
comerciais torna atrativo o uso dos surfactantes produzidos por micro-organismos
(BODOUR; MILLER-MAIER, 1998; BERSELLI et al., 2006).

Assim como os surfactantes sintéticos, os biossurfactantes, em geral, incluem em
sua estrutura uma porcdo hidrofilica composta de aminoacidos, peptideos, anions ou
cations, mono-, di-ou polissacarideos, e uma por¢ao hidrofébica composta por acidos graxos
saturados ou insaturados (ASCI et al., 2008).

Fatores como fonte de carbono, concentracdo de nitrogénio (N), fosforo (P),
magnésio (Mg), ferro (Fe) e manganés (Mn), assim como condi¢cdes especificas de
crescimento do micro-organismo, influenciam o tipo, a qualidade e a quantidade de
biossurfactante produzido (GEORGIOU et al., 1992; BANAT, 1995).

2.3.1.1 Saponina

As saponinas pertencem a um grupo diverso de compostos tensoativos que
ocorrem naturalmente. Elas ocorrem em diferentes tecidos de um grande numero de
espécies de plantas pertencentes a cerca de 100 familias. Predomina em angiospermas,
porém também pode estar presente em algas, e em certos organismos marinhos inferiores.
Eles podem ser encontrados em diferentes partes de plantas, incluindo raizes, brotos, flores
e sementes (OLESZEK; HAMED, 2010).

Segundo Hong et al. (2002), a saponina é um biossurfactante que apresenta grupo
carboxilico em sua estrutura, € biodegradavel, apresenta baixa toxicidade, possibilidade de
reutilizacéo e é facilmente isolada de plantas. E classificada como um biossurfactante do
tipo ndo-idnico (KJELLIN; JOHANSSON, 2010).

2.3.1.2 Ramnolipidio

Ramnolipidios sdo surfactantes microbianos intensamente estudados e pertencem
ao grupo dos glicolipidos. Este pode conter uma ou duas unidades de L-rhamnose ligadas a
um ou dois B-hidroxi de &cidos graxos e sdo principalmente conhecidos por serem
produzidos por Pseudomonas aeruginosa (HENKEL et al., 2012).

Ramnolipidios sd@o conhecidos por serem capazes de formar micelas em
concentracdes acima da concentragdo micelar critica (CMC), aumentando, assim, tanto a
mobilidade de contaminantes organicos quanto de metais em solos ou sedimentos
(MULLIGAN, 2005; MULLIGAN; WANG, 2006; WANG; MULLIGAN, 2009; DAS et al., 2009).
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2.3.1.3 Surfactina

Dentre as vérias classes de biossurfactantes, os lipopeptidios estdo entre os de
maior interesse devido a sua elevada atividade superficial e potencial terapéutico
(SHALIGRAM; SINGHAL, 2010).

A surfactina € um dos lipopeptidios mais conhecidos produzido pelo Bacillus
subtilis. Sua estrutura geral € a de um peptideo ciclico de sete aminoacidos ligados a uma
cadeia de acido graxo B-hidroxi que pode variar de 13 a 15 atomos de carbono, o que
permite a existéncia de diferentes isoformas que se diferenciam ligeiramente em suas
propriedades fisico-quimicas devido a variacdes no tamanho da cadeia, a ligacdo do hidroxi
acido graxo e a substituicdo dos aminoacidos que compbdem o anel (LANG, 2002;
RODRIGUES et al., 2006; SHALIGRAM; SINGHAL, 2010). Sua férmula empirica é
CssHosN;O13, com massa molecular igual a 1.036,34 g mol™ (SIGMA-ALDRICH, 2011). De
acordo com a carga em seu grupo polar, é caracterizado como aniénico (ZERAIK, 2009;

SEYDLOVA et al., 2011). Sua principal isoforma é apresentada na Figura 14.

Lleu
L-Glu e Oy T Lea
e
D-:.:I':H E'q W cn
[n] 3
oS
—
HaC o e b,
\‘pl" L HN—CH
HH 0
P
(o] i C
=
CH,
Hy H H2 [
H:c“tH,-:\ ,E!i ‘"ﬂ“:"Eh"*c’cz*c’;{ ciH—c:; vl
me” Mmoo R R0 s, e
~r ) P
e ) "'"cilH
—NH
Hyo™ \c“"fCH __‘_Na’ MG,
! [+ -
HaC ™ d Hy )
! CHy “eH L-Arp
Llea HC “EHy
D-Len

Figura 14 Estrutura da principal isoforma da surfactina.
Fonte: BARROS et al. (2007)

Além disso, a surfactina é considerada um dos biossurfactantes mais eficazes,
sendo capaz de dimunuir a tensdo superficial da dgua de 72 para 27 mN/m mesmo em
concentracdes inferiores a 0,005% (SHALIGRAM; SINGHAL, 2010). Desta forma, o
desempenho dela pode ser superior ou similar aos demais surfactantes quimicos (VAZ et
al., 2012).

Bacillus subtilis € uma bactéria gram-positiva, anaerodbia facultativa (NAKANO et al.,
1998) e com eficiéncia comprovada na producdo de biossurfactante tanto em aerobiose
quanto em anaerobiose (BATISTA et al., 2006; BATISTA, 2008; LIMA, 2008). Esta bactéria

€ capaz de produzir a surfactina, reduzindo a tenséo interfacial 6leo-4gua de injecao para
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valores abaixo de 0,01 mN m™, com concentrac&o micelar critica (CMC) variando entre 11 e
180 mg L™* (MORIKAWA et al., 2000; BARROS et al., 2007; LIMA, 2008).

Batista (2008), também ao avaliar a acdo dos biossurfactantes produzidos por
linhagens de Bacillus subtilis, observaram que estes foram capazes de reduzir a tensdo
superficial de 54,9 mN m™ para 26,2 mN m™ e 28,4 mN m™. Além dessas caracteristicas, a
surfactina também apresenta atividade antimicrobiana, efeitos antitumorais, antibiéticos
imunomoduladores ou inibidores de enzimas e toxinas (BARROS et al., 2007; BUENO,
2008; SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008). Varios experimentos tém demonstrado que a
surfactina é bastante estavel quando submetida a diversas condicdes, podendo-se citar
concentracdes de NaCl de 2 a 3%, e limites variados de pH e temperaturas (BARROS et al.,
2007).

Os biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis possuem estrutura quimica
similar, porém h& evidéncias de diferencas quanto aos seus aminoacidos e acidos graxos, o
gque pode afetar a atividades desses compostos (MORIKAWA et al., 2000). Na revisao sobre
este tipo de biossurfactante, Shaligram e Singhal (2010) apresentam as diferentes isoformas
da surfactina (A, B, C e D) (Figura 15).
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Figura 15 Principais isoformas da surfactina.
Fonte: Shaligram e Singhal (2010)

2.3.2 Concentracgdo micelar critica (CMC)
As moléculas de surfactante a uma determinada concentracdo formam agregados
micelares e, dependendo da polaridade do solvente onde estdo inseridos e da estrutura do

préprio surfactante, estas podem apresentar-se de formas diferentes (Figura 16). Esta
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associacdo das moléculas de surfactantes ocorre para que haja uma diminuigdo da area de
contato entre a zona liofdbica do surfactante e a solugdo, podendo estas estarem melhor
distribuidas pela solu¢do (COSTA, 2011).

A formacdo de micelas ocorre quando a concentracdo de biossurfactante excede a
CMC, condicdo em que os monbmeros de biossurfactantes, associados entre si, formam as
micelas, as quais apresentam uma configuragdo que assegura a manutencdo da porgao
hidrofébica no seu interior (BATISTA, 2008) (Figura 16).

Figura 16 Exemplos de algumas estruturas tipicas de uma micela: a) micela esférica normal;

b) micela esférica invertida; ¢) micela lamelar; d) vesiculo.
Fonte: Costa (2011)

Essa formacdo de micelas confere grande importancia aos surfactantes, pois uma
das suas propriedades mais importantes é a capacidade de solubilizar solutos de diferentes
caracteristicas através de forcas eletrostiticas e do efeito hidrofébico, ou seja, ao
interagirem com o soluto, as moléculas hidrofébicas sdo capturadas para dentro da micela
onde s&o solubilizadas (COSTA, 2011).

Durante a micelizacdo ocorrem alteracbes das propriedades fisico-quimicas. A titulo
de exemplo, as propriedades fisicas tais como: condutividade elétrica, pressdo osmatica,
turbidez, tensdo superficial ou fluorescéncia apresentam um comportamento distinto na

gama de concentracoes pré e pos CMC (Figura 17) (COSTA, 2011).
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Figura 17 Variacdo de algumas propriedades fisico-quimicas em funcéo da concentracao do

surfactante: 1) Condutividade elétrica; 2) Tensao superficial; 3) Fluorescéncia.
Fonte: Costa (2011)

A CMC varia na solucdo aguosa em funcdo da estrutura do tensoativo, temperatura
da solucdo, pH, presenca de eletrélitos e compostos organicos (MESQUITA, 2004). O

tamanho da fracdo apolar da molécula de tensoativo € um fator importante e geralmente a
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CMC decresce com o aumento da hidrofobicidade da molécula, isto €, quanto maior a
cadeia carbbnica da fracdo apolar do tensoativo, maior a tendéncia das moléculas de se
adsorverem entre a interface ar-agua, diminuindo assim a tensdo superficial da solucdo
(MESQUITA, 2004).

No caso da condutividade elétrica (Figura 17 — linha 1), a variacdo da condutividade
ibnica especifica em funcdo da concentragdo diminui apés a CMC, em consequéncia da
ocorréncia de espécies ibnicas de maiores dimensfes e, portanto, de menor mobilidade;
concomitantemente, 0 empacotamento dos monémeros na micela implica a condensacao de
contra-ions (COSTA, 2011).

A eficacia de um surfactante é determinada pela sua capacidade de diminuir a
tensao superficial, que é uma medida da energia superficial livre (entalpia da superficie livre)
por unidade de area requerida para trazer a molécula para a superficie, ou seja, a forca que
age na superficie de um liquido promovendo a minimizag&o da area superficial (CHRISTOFI;
IVSHINA, 2002; MESQUITA, 2004).

A tensdo superficial estd correlacionada com a concentracdo micelar critica.
Surfactantes eficientes possuem uma baixa CMC, ou seja, uma menor quantidade de
surfactante € necessaria para o decréscimo da tenséo superficial e 0 aumento da remocéo
de metais (MULLIGAN, 2005; DAHRAZMA; MULLIGAN, 2007). E importante observar que,
no caso da tensdo superficial (Figura 17 — linha 2), a quantidade de mondmeros do
surfactante presente na interface da solucao torna-se, para concentracdes superiores a
CMC, constante e, portanto, independentemente do aumento da concentragcdo do mesmo.

Devido a presenca de um surfactante, requer-se pouco trabalho para trazer uma
molécula para a superficie e, consequentemente, a tensdo superficial é reduzida, pois esta
pode levar a um aumento da concentracao de compostos hidrofébicos na fase aquosa e isto
€ alcancado pela formacdo de uma emulsdo e solubilizacdo 6leo/agua acima da CMC
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).

2.3.3 Residuos agroindustriais e a producdo de biossurfactantes

Nos ultimos anos, os biossurfactantes ganharam mais atencédo, ja que 0s processos
de producdo sustentaveis tornaram-se mais significativos. No entanto, a aplicacdo de
surfactantes produzidos biotecnologicamente é restrita a certas areas, uma vez que 0
processo de producdo ndo € economicamente competitivo com os surfactantes sintéticos
derivados de fontes petroquimicas (HENKEL et al., 2012).

A producéo de biossurfactantes em escala industrial € usualmente limitada pelo alto
custo dos componentes do meio para o cultivo dos micro-organismos, associados a
métodos ineficientes de recuperacdo e a rendimentos relativamente baixos do produto
(PANDEY et al., 2000; NITSCHKE; PASTORE, 2002; HENKEL et al., 2012). A utilizacao de

substratos agroindustriais como meio de cultura basico para a produgédo desses compostos
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tem sido sugerida como alternativa para viabilizar o processo (MAKKAR; CAMEOTRA,
2002; NITSCHKE; PASTORE, 2002; COLLA; COSTA, 2003; BARROS et al., 2007
BEZERRA et al.,, 2012; HENKEL et al.,, 2012), uma vez que milhdes de toneladas de
residuos danosos ao meio ambiente sdo gerados e entdo poderiam ser utilizados em
processos biotecnoldgicos (PANDEY et al., 2000). Bezerra et al. (2012) também frisam que
0s substratos alternativos para a producdo de biossurfactantes apresentam dificuldades em
sua padronizacdo devido as variagfes naturais de composicdo, bem como aos custos de
transporte, armazenagem e tratamentos prévios necessarios.

O sucesso para producdo de biossurfactantes depende do desenvolvimento de
processos baratos e do uso de matérias-primas de baixo custo, o qual diminui de 10 a 30%
o custo total do processo (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998; NITSCHKE; PASTORE, 2002). De
acordo com Mulligan e Gibbs (1993), o custo com as matérias-primas (como a fonte de
carbono e de nitrogénio) pode representar até 50% do custo total da produgédo de
biossurfactantes. Acucares e 6leos séo fontes de carbono adequadas para a producdo de
biossurfactantes ecologicamente seguros e com boas propriedades surfactantes (SARUBBO
et al., 2006). Residuos agroindustriais com alto contelido de carboidratos e lipideos séo
necessarios para o uso como substratos na producao de biossurfactantes (NITSCHKE et al.,
2004).

Ha vérios trabalhos que utilizam diferentes residuos, podendo-se citar: residuos de
Oleo de fritura (HABA et al., 2000), efluentes da producéo de 6leo de oliva (MERCADE et al.,
1993), melago de cana (RASHEDI et al., 2006), okara — residuo sdlido da extragdo aquosa
da soja (BUGAY, 2009; SLIVINSKI et al., 2012), bagaco de cana (SLIVINSKI, 2012) e soro
de leite (DUBEY; JUWARKAR, 2001).

O processamento industrial da mandioca gera residuos que exigem diferentes
formas de disposicdo e tratamento e que sdo condicionados ao nivel tecnolégico e
econbmico de cada empresa. O residuo liquido, a manipueira, é gerada no processo de
prensagem da massa ralada para fabricacdo de farinha, extracdo e purificacdo da fécula
(CAMILI, 2007). Estes residuos gerados durante o processamento sdo responsaveis por
graves problemas de poluicdo ambiental, devido a elevada concentracdo de carboidratos
remanescentes que sao lancados ao meio ambiente (PINTO; CABELLO, 2007).

O estado do Parana destaca-se no plantio da mandioca e ja ocupa o terceiro lugar
na producdo nacional desta raiz, estando seu cultivo presente em todas as regibes do
Estado, especialmente oeste e noroeste (SEAB, 2008). Segundo dados de Ponte (2001),
para cada tonelada de mandioca processada, 250 L de manipueira sdo gerados. Para este
residuo, normalmente nao ha qualquer tipo de aproveitamento, sendo necessario que as
empresas disponham de esta¢bes de tratamento de efluentes para poder alcancar valores
aceitaveis para posterior langamento em corpo hidrico. Importante ressaltar que apesar da

disponibilidade de sistemas para tratamento, a industria da mandioca ainda faz parte de um
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segmento que ndo permite grandes investimentos no tratamento de seus residuos (PINTO,
2008).

Uma das alternativas viaveis para o aproveitamento da manipueira consiste na
recuperacdo de carboidratos, lipidios e proteinas, entre outros compostos, e sua utilizagdo
em outros sistemas (CAMILI, 2007). O fato deste residuo agroindustrial apresentar elevados
teores de diversos micronutrientes importantes para desenvolvimento microbiano, o coloca
como um importante e promissor meio de cultura, tendo em vista o fato de n&o ser
necessaria sua suplementacdo para a producdo de surfactantes (BARROS, 2007;
BEZERRA et al., 2012).

Sendo assim, a manipueira pode ser considerada um substrato interessante na
producao de biossurfactantes, pois além de apresentar composicao fisico-quimica adequada
para a producédo deste tensoativo, também é matéria-prima de baixo custo para a conducéo
do processo. Dessa forma, valorizando-se os residuos, reduz-se a poluigdo e sédo gerados
subprodutos de valor agregado (CAMILI, 2007). Mesquita (2004) reforca que dentre os
fatores que devem ser considerados na escolha de um produto para aplicar no ambiente,
séo a eficiéncia na remog¢éo do contaminante, custo, biodegradabilidade do composto e dos
produtos de degradacdo, baixa dispersdo no solo, efeitos téxicos em seres humanos,
animais e plantas e reciclagem.

Cabe ressaltar que segundo as conclusdes de Nitschke e Pastore (2002), com o
aumento dos esforgos no desenvolvimento de novas tecnologias de aplicagdo, no
melhoramento das linhagens e dos processos de producdo e devido a sua versatilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade, os biossurfactantes poderdo se tornar compostos de

uso comum nas industrias em um futuro proximo.

2.3.4 Equilibrio e cinética de adsorcéao

A adsorcdo é um fendmeno de superficie, com ocorréncia de interacdes entre as
duas fases em contato. O “adsorvente” é o sélido sobre o qual ocorre o fenbmeno, pode-se
denominar “adsortivo” a substancia ou mistura na fase mével em contato com o adsorvente
capaz de ser adsorvida e “adsorvato” (ou adsorbato), a espécie retida pelo adsorvente na
fase adsorvida (Figura 18) (BUARQUE, 1999). Quando um Gnico componente esta sendo
adsorvido na superficie do sdlido, diz-se estar ocorrendo adsorcdo monocomponente.
Entretanto, na pratica, é pouco frequente a ocorréncia deste tipo de sistema, sendo mais
comuns casos em que diferentes espécies competem pela superficie do sélido, denotando-
se adsor¢cao multicomponente. Na Figura 19 estéo ilustrados os dois tipos de adsorgéo que

ocorrem na superficie de um solido.
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Figura 18 Representacdo das fases que compdem o processo de adsorcao.
Fonte: VIEIRA (2008)
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Figura 19 Adsor¢cdo monocomponente e multicomponente.
Fonte: VIEIRA (2008)

2.3.4.1 Bioadsorc¢éao

A bioadsorcdo é um processo alternativo aos métodos convencionais de tratamento
de solucBes aquosas com baixas concentracfes metdlicas. Entretanto, a natureza das
diferentes interagbes no fenbmeno de bioadsor¢cdo € ainda pouco conhecida. Diferentes
mecanismos fisicos, quimicos e biolégicos podem estar associados, como a adsorgéo, a
precipitacdo, a complexacdo e os fenbmenos de transporte. Pode ser influenciada por
diferentes fatores experimentais como pH, forga ibnica, concentragdo da biomassa,
temperatura e diferentes ions metalicos na solugéo (VIEIRA, 2008).

Os bioadsorventes apresentam composi¢cdes quimicas diversas, que dependem
tanto de sua origem quanto do modo de preparacdo. A afinidade e a especificidade dos
bioadsorventes em relacdo as espécies metdlicas vao depender de suas propriedades
quimicas. Os grupos amino (-NH,), carboxilico (-CO,H), fosfato (-PO, *) e sulfato (-SO, %)
constituem os principais grupos funcionais responsaveis pela fixacdo das espécies metalicas
(VIEIRA, 2008).

Entre os bioadsorventes, podem-se citar 0os polissacarideos, tais como a quitina e a
quitosana (CHU, 2002; GUIBAL, 2004; BARRIADA et al., 2007). A quitosana € um tipo de
polissacarideo linear obtido através da desacetilagdo da quitina, que tem sido utilizado como
um biopolimero para remoc¢édo de metais pesados a partir de efluentes industrias (VIEIRA,

2008), devido a presenga de grupos amino e hidroxilas em suas estruturas.
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2.4 MATERIAL E METODOS

Neste item sdo apresentados os procedimentos e metodologias utilizadas para a
producdo do biossurfactante a partir do residuo liquido da agroindistria de farinha de
mandioca, manipueira, além dos testes de caracterizacdo realizados. Os procedimentos
experimentais foram realizados principalmente nas dependéncias do Laboratorio de
Bioaromas da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
Campinas (FEA-UNICAMP).

Além disso, também é apresentada a metodologia de avaliacdo da adsorcdo dos
metais pelo biossurfactante. Esta etapa foi realizada na Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana Campus Curitiba (UTFPR-CT), sendo as leituras dos metais realizadas na

Universidade Estadual do Oeste do Parana Campus Cascavel (UNIOESTE).

2.4.1 Producdao do biossurfactante

O biossurfactante foi produzido a partir de isolados de Bacillus subtilis LB5a
pertencentes a colecdo de culturas de micro-organismos do Laboratério de Bioaromas da
UNICAMP. O substrato utilizado para a producao foi o residuo liquido da industria de farinha
de mandioca, a manipueira. Esta manipueira foi previamente tratada (aquecida a 100° C,
resfriada e centrifugada) para entdo ocorrer o processo de producao via biotecnol6gica em
um biorreator piloto (Pilot New Brunswick 8000 MP 80) (Figura 20), conforme condi¢bes
experimentais detalhadas em Barros (2007). Esta etapa foi realizada no laboratério de
Bioaromas da UNICAMP.

Figura 20 Biorreator piloto utilizado no processo dé p&ug&o do biossurfactante.
2.4.1.1 Caracterizagcdo do substrato

A manipueira foi caracterizada através das analises de nitrogénio total (AOAC, 1995),
acucares totais (DANIELS et al., 1994) e redutores (SOMOGY]I, 1945), fracdo mineral (P, K,
Ca, Mg, S, Al, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Cd, Cr, Ni e Pb) (USEPA, 1994), amdnia (BREMMER et
al., 1965) e pH.

Os resultados podem ser visualizados na Tabela 10.
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Tabela 10 Composicdo da manipueira utilizada como substrato no processo de producéo do
biossurfactante.

P K Ca Mg B Cu Fe Mn Zn Al
mg L™
Manipueira 0,4 2,8 0,3 0,7 0,7 0,4 6,7 2,7 0,6 0,01
C Relagao oH N Aclcares
Orgéanico C/N Amoénia Redutores Totais
mg L™ gL mgLt e mg mL ™ -
Manipueira 14,3 20,5 6 0,7 54,3 15,8 16,9

2.4.1.2 Extracdo do surfactante

O processo de extracdo do surfactante foi realizado conforme Barros et al. (2007). A
espuma foi recolhida de 12 em 12 horas e a cada fragdo procedeu-se de acordo com o
exposto a seguir. Apos a liquefacdo de cada uma das fragbes de espuma recolhidas durante
0 processo de producdo, esta foi centrifugada a 12.700 G durante 20 minutos para
eliminacdo da biomassa, o pH foi ajustado para 2 com solu¢do de HCI, e entdo mantida sob
repouso por aproximadamente 12 h para decantacdo. Em seguida, o liquido foi novamente
centrifugado a 12.700 G por 20 minutos, o precipitado foi recolhido e neutralizado com
solucdo de NaOH, sendo colocado para secar em estufa de secagem a 50°C (MAKKAR,;
CAMEOTRA, 1997; MAKKAR; CAMEOTRA, 1999). Em seguida, o soélido, denominado
“biossurfactante bruto”, foi triturado em almofariz e armazenado em local seco para analises

posteriores.

2.4.2 Estudo da atividade superficial nos extratos

Foram medidas a tensdo superficial (TS), a diluicio micelar critica 1/10 (CMD™) e
1/100 (CMD'Z) (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997; COSTA, 2005) dos extratos recolhidos ao
longo do processo de produgcdo com o objetivo de verificar a producéo do biossurfactante.
Foi utilizado o tensidmetro modelo K12 (A. KRUSS Optronic GmbH), pertencente ao
Laboratorio de Bioaromas da UNICAMP (Figura 21).

Figura 21 Tensidémetro para determinagéo da tenso superficial dos extratos recolhidos ao
longo do processo de producéo via biotecnoldgica.
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2.4.3 indice de emulsificacdo do surfactante

Visando avaliar o potencial do biossurfactante em adsorver ao solo e néo
proporcionar o efeito de remog¢&o dos metais pesados do solo, utilzou-se como experimento
alternativo o teste de indice de emulsificagdo (COOPER; GOLDENBERG, 1987). Além da
solugéo de biossurfactante na concentracdo 48 mg L™ (4xCMC), também foi avaliado um
surfactante sintético, o dodecil sulfato de sédio (SDS) na mesma concentragdo. Entretanto,
a CMC ndo é equivalente, uma vez que este surfactante apresenta CMC igual a 2,3 g L™.

As solugdes entraram em contato com dois tipos de solos, sendo o solo A
classificado como de textura muito argilosa e o Solo B de textura arenosa. 6 g de solo foram
colocados em contato com 20 mL da solucdo (24h, agitacdo de 200 rpm, temperatura
ambiente) e entdo o material foi centrifugado e com o sobrenadante realizou-se o teste de
indice de emulsificacdo. Como forma de controle, também foi realizado o teste na solucao
de biossurfactante que ndo entrou em contato com o solo, 0 que assim permitiria uma
comparagdo entre os resultados. O teste consistiu em adicionar 6 mL de compostos
hidrofébicos a 4 mL do sobrenadante contendo biossurfactante, em tubo de ensaio com
tampa rosqueavel. Os compostos hidrofébicos utilizados foram 6leo de girassol, 6leo de soja
e gasolina. Apé6s agitacdo vigorosa em vortex por 2 minutos, a emulsdo formulada foi
deixada em repouso a temperatura ambiente. Nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas
contadas a partir do momento da homogeneizacéo, foram efetuadas medidas da altura da
camada emulsificada (CE) e da altura total (AT) dos liquidos no tubo. O indice de
emulsificacdo (IE) foi obtido através da formula apresentada na Equacdo 9 (COOPER;
GOLDENBERG, 1987).

IE (%) = (CE/AT)*100 Eq. 9

2.4.4 Caracterizacdo do biossurfactante por espectroscopia de infravermelho

Caracterizou-se 0 biossurfactante obtido por espectroscopia na regido do
infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR), em equipamento Shimadzu IR
Prestige 21 com detector DTGS, pertencente a Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG). As amostras, de 2 a 5 mg, foram pesadas e diluidas em 100 mg de KBr e
analisadas pela técnica de transmisséo.

As atribuicbes orgéanicas para as bandas observadas nos espectros de FTIR foram
feitas pelo método comparativo com os dados disponiveis em Silverstein et al. (2007) e
buscou-se trabalhos na area para confirmar as associagfes, que foram apresentadas ao

longo da discusséo dos resultados obtidos.
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2.4.5 Caracterizacdo do biossurfactante por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O biossurfactante obtido pelo bioprocesso foi identificado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) utilizando um cromatografo liquido da marca SHIMADZU, modelo
LC 20 AT. Utilizou-se uma coluna Kromasil C18. As condi¢cdes cromatogréficas utilizadas
foram: fluxo de 0,6 mL min™ e fase mével acetonitrila (80%) com &cido trifluoroacético (3,8
mmol L) (20%).

Como forma de confirmar a suspeita do tipo de surfactante, foi utilizado como padréo
amostra de surfactina Sigma-Aldrich. Tanto o biossurfactante quanto a amostra padréo
foram preparadas por meio da diluicdo em acetonitrila:metanol (1:1, v/v) (2 mg mL™) e 20 uL
foram usados para a injecdo. Esta metodologia de injecdo baseou-se em Slivinski et al.
(2012).

2.4.6 Isotermas de adsorc¢ao para os ions Cu, Zn e Pb

Para obtencdo dos dados de adsorcdo utilizou-se o método de adsorcdo em
batelada, no qual uma série de solucBes (20 mL) com diferentes concentracbes do ion
metdalico foram postas em contato com uma certa quantidade do adsorvente (0,0500 g), a
uma temperatura de 25 °C, sob agitacao (200 rpm) e pH ~ 6,3. O pH da solu¢édo metalica foi
ajustado usando NaOH (0,1 mol L™) e ndo foi corrigido ao longo dos experimentos de
adsorcao. Nao se utilizou solugéo tampdao, objetivando-se ndo aumentar o efeito competitivo
das diferentes espécies aos sitios de adsor¢do. As solu¢des metalicas foram preparadas a
partir de padrdes analiticos comercias de 1.000 mg L™ e entfo diluidos de acordo com a
concentracao requerida. A concentrac&o inicial dos fons metalicos variou de 50 a 750 mg L™
para Zn e de 20 a 200 mg L™ para Cu e Pb. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

ApoOs 24h de agitacdo para atingir o equilibrio, as amostras foram centrifugadas a
5000 rpm durante 10 minutos e entdo filtradas em papel filtro faixa preta. As concentracoes
dos metais foram entdo medidas por espectrometria de absorcdo atdomica (AAS). Todas
estas medidas foram realizadas na UNIOESTE utilizando o espectrémetro SHIMADZU
modelo AA 6030. Aos dados obtidos foram aplicados os modelos de isotermas de Langmuir

e Frelundlich.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Atividade superficial

Os resultados apresentados na Figura 22 representam a tensdo superficial das
espumas recolhidas ao longo do cultivo. E possivel verificar que esta espuma apresenta
tensdo superficial inferior & da dgua e com valores que indicam a presenca de agentes
tensoativos, uma vez que os valores da diluicdo micelar critica (CMD) estdo inferiores ao
valor médio da agua (72 mN m™). Estes resultados permitem afirmar que ocorreu a
producdo de biossurfactante até o final do cultivo. A tensdo superficial (TS) manteve-se
praticamente constante, variando de 27,3 a 29,44 mN m™. Rossmann (2008) também
encontrou valores estaveis ao longo do processo quando igualmente trabalhou com

manipueira e Bacillus subtilis, porém em condi¢des distintas.
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Figura 22 Tensdo superficial nas amostras de espuma coletadas ao longo do periodo de

producao do biossurfactante.
TS: tensdo superficial da espuma sem diluicdo; CMD™: tensdo superficial da espuma diluida 10 vezes; CMD™ tensdo
superficial da espuma diluida 100 vezes

Fazendo-se a comparagdo entre os varios trabalhos pesquisados, o biossurfactante
obtido se mostrou muito eficiente em diminuir a tensdo superficial. A surfactina é
considerada um dos mais poderosos e mais ativos em termos de CMC e TS minima (SILVA,
2013). Barros et al. (2008) obtiveram valores de TS semelhantes ao presente trabalho.
Bezerra et al. (2012), que avaliaram a manipueira como substrato para Pseudomonas
aeroginosa produzir biossurfactante e acabaram por produzir ramnolipidio, obtiveram
valores médios da TS de 33 mN m™. Nos estudos realizados por Nitschke e Pastore (2006)
utilizando manipueira como substrato e Bacillus subtilis na sintese do biossurfactante
(surfactina), foram obtidas redugbes da tensdo superficial de 37% em relacdo ao ponto

inicial, alcancando indices abaixo de 30 mN m™.
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A diluico micelar critica 1/10 (CMD™) apresentou comportamento muito semelhante
a TS. Neste caso, os valores encontrados mostram que a espuma recolhida, mesmo tendo
sido diluida 10 vezes, permanece com o0s valores de tenséo superficial ainda muito proximos
ao original, o que comprova a presenca de surfactante nestas amostras. Quando € avaliado
o comportamento da diluicdo micelar critica 1/100 (CMD®), é possivel perceber que os
valores de tensdo vdo aumentando a medida que o tempo de cultivo aumenta, porém 0s
valores ainda sdo bastante inferiores ao valor de tensdo da agua, confirmando que a
diluicdo de 100 vezes ainda mantém propriedades tensoativas daquele extrato.

Visualmente observou-se que a maior producédo de espuma ocorreu nas primeiras 24

horas de reacdo. Na Figura 23 é possivel visualizar a producéo de espuma.

" g
Figura 23 Fracao de espuma recolhida apds 24 horas de cultivo.

2.5.2 indice de emulsificac&o

Na Tabela 11 estdo apresentados os valores obtidos para indices de emulsificagdo
(IE) do biossurfactante bruto e do dodecil sulfato de sédio (SDS) com diferentes tipos de
Oleos antes e ap6s contato com os solos argiloso (Solo A) e arenoso (Solo B).

O IEu4n, tanto da solugdo de biossurfactante quanto da solucdo de SDS, foi de
aproximadamente 60% para os trés tipos de Oleos avaliados. Observa-se que a camada
emulsificada apresentou-se estavel nas primeiras 72h (Tabela 11). Bezerra et al. (2012)
obtiveram os indices de emulsificacdo da solucdo de biossurfactante com querosene
variando de 50 a 68% para as primeiras 24 horas, sendo que muitos deles permaneceram
estaveis por 72h ou mais. Batista et al. (2006) também conseguiram valores de 50% para o
indice de emulsificacdo para o querosene comercial. Barros et al. (2008) obtiveram
emulsdes estaveis até 72h e encontraram valores de IEys, proximos a 70% quando
analisaram o biossurfactante obtido por metodologia semelhante ao presente trabalho. Esta
diferenca provavelmente deve-se ao fato de que no trabalho desses autores, o
biossurfactante foi previamente purificado, o que o tornou mais concentrado. Além disso,
esses mesmos autores quiseram relacionar o tamanho das cadeias carbdnicas dos acidos
graxos que compdem os Oleos testados e os |E,4n das emulsdes com biossurfactante e néao

identificaram relag&o entre o tipo e o tamanho.
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Tabela 11 indice de emulsificacdo (IE) de diferentes emulsées de hidrocarbonetos com
biossurfactante de Bacillus subtilis LB5a (BS) e dodecil sulfato de sddio (SDS).

Condicéo . IE24n IEasn [E72n
] Oleo

experimental %
Soja 59,4 59,4 59,4
BS Girassol 59,7 59,7 59,7
Gasolina 60,3 60,3 60,3
Soja 60,6 60,6 60,6
Solo A + BS Girassol 57,6 57,6 57,6
Gasolina 0,0 0,0 0,0
Soja 57,8 57,8 57,8
Solo B + BS Girassol 54,9 54,9 54,9
Gasolina 5,0 1,8 1,8
Soja 60,9 60,9 60,9
SDS Girassol 58,7 59,7 59,7
Gasolina 60,6 60,6 60,6
Soja 57,8 57,8 57,8
Solo A + SDS Girassol 60,3 60,3 60,3
Gasolina 0,0 0,0 0,0
Soja 60,0 60,0 60,0
Solo B + SDS Girassol 56,3 60,6 60,6
Gasolina 1,7 0,0 0,0

BS= biossurfactante; SDS= dodecil sulfato de sédio; IE,s = indice de emulsificagdo apds 24 h de contato com o composto
hidrofébico; 1E4g, = indice de emulsificagdo apés 48 h de contato; IE-,, = indice de emulsificagdo ap6s 72 h de contato

Neste estudo, o SDS e o biossurfactante apresentaram resultados bastante proximos
do IEz4n nos trés odleos analisados. Quando foram comparados os resultados de estabilidade
de emulsédo, ambos apresentaram a mesma estabilidade. Os resultados comparativos entre
0 biossurfactante e o SDS também estdo apresentados em Barros et al. (2008), que
observaram valores muito proximos entre eles.

Quando as solucdes de surfactantes entraram em contato com 0s solos, os valores
de IE mantiveram-se semelhantes, com excec¢ao para a gasolina. Neste caso, apés ter
entrado em contato com o solo argiloso, a solu¢do néo foi capaz de formar emulsdo com a
gasolina. J& a solugdo apds contato com o solo arenoso formou uma pequena camada
emulsificada (IE24n = 5% e IEoqn = 51,7% para biossurfactante e SDS, respectivamente) que
foi ficando ainda menor com o passar das horas. Esta situacdo pode indicar a presenca de
algum composto na solucdo que antes estava presente no solo e com o processo de
agitacéo dessorveu e entdo impossibilitou a formag¢do de emulsédo com a gasolina. Pode-se
atribuir tal comportamento a possivel presenca de sais, tais como Na', Ca®* e Mg?".
Segundo lida et al. (2007), a presenca de sais na agua emulsionada pode aumentar a
estabilidade de uma emulsdo ou ndo, dependendo do mecanismo de estabilizacdo da
mesma. Santos (2011) avaliou o efeito da presenca de Ca®* no meio liquido contendo

biossurfactante do tipo ramnolipidio e verificou que quanto maior a concentracdo deste
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elemento, menor foi o IE formado com querosene. O valor maximo alcancado foi 29% para
uma solucéo 4,0 g L™ do biossurfactante puro adicionada de 0,1 g L™ de CaCOs. Ghannan
(2005) mostrou que o aumento da forga ibnica pode reduzir a atracdo eletrostatica entre as
goticulas de agua e que, portanto, impedem a floculacdo e o coalescimento dessas
goticulas.

Tendo em vista os resultados, esta avaliacdo experimental ndo permitiu concluir
sobre a ocorréncia ou ndo de adsorcdo do biossurfactante ao solo. Esta adsor¢cdo pode
ocorrer devido ao carater anibnico da surfactina, cujas cargas sofreram atracbes de
diferentes tipos pelas cargas positivas presentes no solo. Os resultados do IE obtidos para
0s testes com gasolina fizeram com que continuasse a duvida, uma vez que hi a
possibilidade de ocorréncia do exposto acima ou a adsorcdo de certa quantidade de
surfactante ao solo. Esta adsorcdo pode ter feito com que a solucdo remanescente nao
estivesse em concentracdo capaz de formar emulsdo quando em contato com a gasolina.

Na Figura 24 é possivel observar o aspecto da emulsdo formada entre a solugéo de

biossurfactante com o éleo de girassol.

24h 24h 24h

Solo Argiloso Solo Arenoso Branco/Controle
Oleo de girassol + Oleo de girassol + Oleo de girassol +
Biossurfactante Biossurfactante Biossurfactante

Figura 24 Aspecto das camadas formadas ap0s as primeiras 24 horas de contato entre a
solucdes de biossurfactante e 6leo de girassol.

2.5.3 Caracterizacdo do biossurfactante por espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma
importante técnica qualitativa de caracterizacdo de materiais, baseada na absor¢céo (ou
reflexdo) de radiacéo eletromagnética entre 10° e 10° nm, resultando na variagéo da energia
vibracional da molécula, sendo muito utilizada na identificacdo da natureza quimica de
varios tipos de materiais (COSTA, 2011; SANTOS, 2011).

Esta € uma metodologia que detecta similaridades ou diferencas nas estruturas
guimicas dos compostos (SANTOS, 2011). Segundo Silverstein et al. (2007), as vibracbes
moleculares permitem distinguir os diversos grupos funcionais e estruturas, como por

exemplo: COOH, OH-fendlico, OH-alcodlico, OH-endlico, cetonas, -NH,, componentes
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arométicos, alifaticos e alguns grupos funcionais. Pode ser usada para a identificacdo dos
biossurfactantes, pois a grande maioria possui um radical carbonila, ligacdo éster ou 4cido
carboxilico, os quais absorvem energia na regido infravermelha do espectro eletromagnético
(GARTSHORE et al., 2000).

O espectro de absor¢éo na regido do infravermelho obtido para a caracterizacdo do
biossurfactante pode ser visto na Figura 25. Nesta mesma figura também estédo
apresentados os espectros obtidos por OLIVEIRA et al. (2013), sendo um deles referente ao
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LAMIOO5, tendo como substrato suco de caju
clarificado, e o outro € o espectro da surfactina padrao Sigma-Aldrich.

O espectro de infravermelho do biossurfactante obtido foi comparado também aos
encontrados por Teixeira (2007), Parreira (2009) e Felix (2012). Nestes trabalhos, também
foi obtido surfactante do tipo surfactina, porém a partir de diferentes fontes de carbono. Felix
(2012) obteve a partir de suco de caju clarificado, ja Parreira (2009) e Teixeira (2007) a partir
de caldo nutriente mineral artificial.

Pode-se afirmar que o biossurfactante obtido neste trabalho trata-se realmente de
surfactina, uma vez que as bandas sdo muito semelhantes ao padrdo de surfactina padréao
(Sigma-Aldrich) e também aos demais trabalhos pesquisados com surfactina.

E possivel observar uma absorcdo em 3.282 cm™, caracteristico da deformac&o axial
de ligacdo N-H presente em peptideos; absorcdo em 2.952 cm™ correspondente a
estiramento assimétrico da ligacdo C-H de grupamento CHj; (de acidos graxos); banda em
2.922 cm caracteristico de estiramento assimétrico da ligagdo C-H de grupamento CH,;
banda de deformacéo axial C=O em 1.720 cm™ de é&cido carboxilico. Esta banda foi
observada em todos os trabalhos utilizados como comparacdo, sendo que também em
todos esta deformacgéo é discreta (TEIXEIRA, 2007; FELIX, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).
H& duas absorcoes, uma em 1.647 cm™, que caracteriza grupo amida | (C=0; C=N), e outra
em 1.535 cm™ caracteristica de amida Il. Felix (2012) também obteve espectro muito
semelhante, atribuindo tais bandas igualmente aos grupos amida. Na regido de 1.230 a
1.200 cm™ é possivel a vibracdo de C=0O em anel aromético ou deformacéo de CH, em
carboxilas alquilicas. A deformacdo em 1.056 cm™ pode representar o estiramento de C-O

de polissacarideos.
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Figura 25 Espectro de infravermelho do biossurfactante obtido pelo bioprocesso (a),

surfactina obtida por Oliveira et al. (2013) (b) e surfactina padréo Sigma-Aldrich (c).

2.5.4 Caracterizacdo do biossurfactante por HPLC

A concentracdo da surfactina no biossurfactante foi calculada pela integracdo da

area total dos 5 picos dos homologos. O valor de area obtido foi aplicado na equagéo de

regressdo calculada através da curva de calibragdo (R?

concentracdo de surfactina.

0,9904), fornecendo a
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O cromatograma da surfactina padrdo Sigma-Aldrich pode ser visualizado na Figura
26, na qual se observam varias linhas coloridas. Estas representam as concentragdes 0,1;
0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg mL™ de surfactina.
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Figura 26 Cromatograma da surfactina padrao Sigma-Aldrich.

Fazendo-se a comparacédo do cromatograma obtido para o biossurfactante produzido
com o cromatograma da amostra padréo Sigma-Aldrich, observou-se que o biossurfactante
produzido realmente tratava-se da surfactina. O perfil de eluicdo em HPLC dos homélogos
do lipopeptideo produzido apresentaram tempos de retengéo equivalentes aos obtidos para
a surfactina padréo.

Foram identificados 5 picos, sendo estes detectados em 6, 14, 18, 25 e 27 minutos.
A avaliagcdo dos resultados, por meio da integracdo das areas dos 5 picos, mostrou que o
biossurfactante possui 0,28 mg mL™. Considerando-se a diluicdo, sabe-se, portanto, que a
concentracdo de surfactina no biossurfactante é de 28% (0,28 mg de surfactina/ mg de
biossurfactante). Cabe ressaltar que apdés o processo de cultivo, o biossurfactante nao foi
purificado, o que justifica a presenca de impurezas. Felix (2012), que avaliou a producado de
biossurfactante por Bacillus subtilis a partir de suco de caju, obteve concentracdo de
surfactina no biossurfactante ja semi-purificado na ordem de 11,17%. Santos (2011)
produziram biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa EQ 109 a partir de glicerol e
obteve baixos rendimentos de producdo, sendo que o processo de purificacdo resultou em
aproximadamente 6,57% de ramnolipidio no biossurfactante. Kronemberger (2007), que
produziu ramnolipidio a partir de Pseudomonas aeruginosa, obteve 44,89% de ramnose no
biossurfactante.

Cabe ressaltar que, tendo em vista 0 uso pretendido para este biossurfactante, a
etapa de purificacdo ndo foi realizada por julgar-se desnecesséaria a remogdo destas

impurezas para o processo de remediagdo de solos. Além disso, no procedimento usual séo
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usados muitos solventes, o que acaba gerando residuos quimicos e encarecendo a

obtencao do biossurfactante, o que ndo era objetivo deste trabalho.

2.5.5 Adsorcao dos metais pelo biossurfactante
Na Figura 27 sdo apresentados os dados experimentais, bem como as isotermas
obtidas pelos modelos de Langmuir e Frelindlich para adsorcdo de Zn, Cu e Pb pelo

biossurfactante. Os parametros de adsor¢cao também estédo disponiveis na Tabela 12.

Tabela 12 Parametros de adsorcdo das isotermas de Langmuir e Fretindlich para adsorcao
de Zn, Cu e Pb no biossurfactante estudado.

Langmuir Frelndlich
Parametro Ky b R’ Ke 1/n R’
Lmg™ mg g™ Lmg™
Zinco 0,25 5,00 0,9981 100,79 1,21 0,8710
Cobre 0,11 10,00 0,9879 303,53 1,04 0,8230
Chumbo 0,05 3,33 0,5355 32,02 2,08 0,8125

K. - constante relacionada & afinidade do adsorvente pelo adsorvato; b - capacidade maxima de adsorcéo; R” - coeficiente de
determinacdo; Kg - constante de adsor¢éo de Fretndlich

Os elevados coeficientes de correlacéo, obtidos a partir das equacdes linearizadas
de Langmuir e Fretndlich (Tabela 12) indicam que os dois modelos de adsorcéo
apresentaram-se significativamente capazes em demonstrar a adsor¢cdo de Zn e Cu pelo
biossurfactante estudado.

E possivel observar (Figura 27) que o modelo de Langmuir foi o que melhor
representou o comportamento de adsorgdo do Zn no biossurfactante. Observa-se que o
modelo de Fretndlich superestima os valores experimentais. Os valores de b obtidos pela
isoterma de Langmuir estimam a capacidade méaxima de adsor¢do (CMA) e pelos resultados
€ possivel afirmar que este biossurfactante possui elevada afinidade pelos metais estudados
(Tabela 12). O valor para Cu foi 0 mais alto, sendo de 10 mg g™, seguido do Zn (5 mg g™).
Para o Pb, as curvas determinadas mostraram que o sistema ndo se ajusta ao modelo de
Langmuir na faixa de concentragcédo estudada, sendo desaconselhavel a observagéo do valor

de CMA. Ja o modelo de Frelndlich mostrou-se adequado para este elemento.
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Figura 27 Isotermas obtidas a partir do ajuste das equagdes de adsorcdo aos dados obtidos
experimentalmente para os valores de Zn (a) Cu (b) e Pb (c) na solucdo de equilibrio.

Observando-se os valores experimentais, independente do ajuste ou ndo aos
modelos fisico-quimicos avaliados, estes resultados sdo importantes para confirmar que o
biossurfactante produzido a partir do residuo da manipueira € capaz de adsorver metais.
Esta capacidade deve-se especialmente a sua natureza anibnica, que permite a interacao

entre as cargas negativas presentes no composto e as cargas positivas dos ions metalicos.
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Além disso, é importante destacar que esta natureza anionica deve-se a presencga de grupos
funcionais, como grupos amina e acidos carboxilicos. De acordo com Piron e Domard (1997
e 1998), que estudaram a adsor¢cdo de Uranio a diferentes tipos de quitosanas, a
capacidade de adsor¢cdo aumenta com o grau meédio de desacetilizagdo (GD). Este mede o
percentual de grupos amino disponiveis nas cadeias da quitosana e € um dos principais
pardmetros que afetam as propriedades de adsorcdo. Além disso, os resultados mostraram
que 0s grupos amino estdo prioritariamente envolvidos no processo de complexagcdo do
metal.

Colla et al. (2012), em estudo que comparou a remoc¢ao de Cd em meio liquido
contendo biossurfactante e diferentes espécies de fungos filamentosos, concluiram que
naqueles meios onde havia biossurfactante, a remo¢do do metal foi maior. Esta chegou a
100% quando na presenca de fungos do tipo Aspergillus. Os autores chegaram a concluséo
de que a presenca de biossurfactantes em meio liquido melhora a eficiéncia de remocéao de
metais em meio liquido.

A diferencga entre o potencial de adsor¢éo para os trés metais estudados deve-se as
propriedades de cada um deles. De acordo com Vieira (2008), concentracdo, pH e forca
ibnica da solucdo, além do efeito de ions competidores, influenciam largamente as
propriedades de adsor¢cdo, além de contribuir para a protonacdo dos grupos amino dos
biopolimeros. Deste modo, o conhecimento de como estas espécies metalicas se
comportam em solucdo pode contribuir para o entendimento do mecanismo de adsor¢cao
(troca ibnica, atracao eletrostatica, quelagéo etc).

Segundo Miller et al. (1995), os biossurfactantes apresentam potencial para
aumentar as eficiéncias de remocdo de metais em solos por facilitarem processos de
sor¢do, transferéncia de massa e resisténcia ao transporte em fase aquosa. A adicdo de
biossurfactantes pode promover a dessorcado de metais pesados de fases soélidas através da
complexacdo das formas livres dos metais em solu¢cdo ou pela acumulacdo dos
biossurfactantes na interface liquido-sdlido causada pela reducéo das atividades interfaciais,
0 gque promove um contato direto entre os biossurfactantes e os metais. Ainda, Valdman et
al. (2005) demonstraram que um exopolissacaridio extraido do micro-organismo Serratia sp,
com atividade biossurfactante, apresentou elevada eficiéncia na remo¢ao de Cd de meios
liquidos. Os experimentos foram realizados com 50 mg L de Cd* e 0,1 g L* do
biossurfactante previamente purificado, obtendo-se remocbes da ordem de 170 mg de

Cd g* de biossurfactante.



84
2.6 CONCLUSOES

e O processo de producdo de biossurfactante ocorreu durante todo o periodo (72 h),
sendo a maior produgdo de espuma nas primeiras 24 h;

¢ O biossurfactante produzido apresenta propriedades emulsificantes e estabilidade,
sendo que o indice de emulsificacdo ficou em torno de 60% mesmo apo6s 72 h de
formacdo da emulséo;

e As andlises de FTIR e HPLC permitem afirmar que o biossurfactante produzido é
composto fundamentalmente de surfactina, sendo que esta representa 28% da
composicao total;

e O biossurfactante produzido a partir do residuo liqguido manipueira é capaz de
adsorver Cu, Zn e Pb em sua estrutura;

e O modelo de adsorcdo de Langmuir ajustou-se bem ao Cu e Zn, sendo a capacidade
méxima de adsorgéo estimada em 10 e 5 mg g, respectivamente;

e No processo de adsorcdo do Pb, o biossurfactante apresentou-se como um bom
adsorvente, porém nao se ajustou satisfatoriamente ao modelo de Langmuir, sendo o
melhor modelo o de Frelndlich;

e O biossurfactante produzido apresenta potencial de uso como adsorvente no

tratamento de efluentes liquidos contendo metais pesados.
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CAPITULO 3 - REMOCAO DE METAIS PESADOS COM BIOSSURFACTANTE PELO
METODO DE LAVAGEM DO SOLO

RESUMO

A poluicdo do solo por metais pesados € um problema existente ao longo de todo o mundo e
€ uma preocupacdo crescente devido aos riscos de saude para as pessoas e animais.
Embora tenha havido um substancial progresso na reducdo de emissfes industriais, a
poluicdo por metais toxicos ainda ocorre a partir de inUmeras atividades, como processos
industriais, metalurgicos e a prépria agricultura. Cobre, chumbo e zinco sdo metais listados
pela Agéncia Nacional de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos como poluentes
perigosos e prioritarios. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de uso de um
biossurfactante na remediacdo de solos contaminados por metais pesados. Para isto, foram
adotados os procedimentos de lavagem do solo, tanto pelo método “soil flushing” quanto
“soil washing”. Foram avaliados solos de origens distintas e contaminados pelos elementos
cobre, zinco e chumbo, tanto em sistema monometalico quanto multimetalico. O
biossurfactante utilizado trata-se de composto resultante do processo de produgdo
biotecnoldgico da manipueira pela acdo das bactérias Bacillus subtilis e caracterizado como
do tipo surfactina. O primeiro planejamento foi feito por meio do delineamento composto
central rotacional (DCCR) com planejamento fatorial 2°. As variaveis independentes foram
pH (3,6; 4,0; 5,0; 6,0 e 6,4) e concentracdo do biossurfactante (7; 12; 24; 36 e 41 mg L'l) e
como varidveis resposta obtiveram-se as remoc¢fes (%) dos metais. Em seguida foram
realizados novos planejamentos experimentais tendo como varidvel apenas a concentra¢ao
do biossurfactante (pH constante igual a 6,5), porém ampliou-se a faixa de avaliacdo de 0 a
1000 mg L™. Os resultados foram analisados estatisticamente por ANOVA, sendo as médias
comparadas pelo Teste de Tukey (5% de significAncia) e andalises de regressao linear,
guando avaliada as diferentes doses. Também foram conduzidos experimentos em coluna
visando avaliar o método de lavagem “soil flushing”. Apo6s as diferentes condicBes
experimentais de lavagem do solo, foram realizadas também andlises de extragcdo
sequencial com o objetivo de verificar de quais fracdes do solo o biossurfactante era capaz
de atuar. Os experimentos mostraram que, embora tenha ocorrido remoc¢éo dos metais do
solo, o biossurfactante ndo apresentou acdo significativa na remoc¢éo, pois a lavagem
apenas com &gua pura apresentou resultados semelhantes. Este comportamento foi
atribuido & ocorréncia de adsorgcédo do biossurfactante ao solo, fendbmeno este confirmado
por meio de andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia. No solo argiloso
contaminado com os trés metais concomitantemente, as concentracdes acima de 100 mg L™
mostraram, inclusive, queda na remocdo, ou seja, 0 biossurfactante em altas doses foi
capaz de dificultar a remocao dos metais neste solo. Além disso, foi possivel concluir que a
eficiéncia do método de lavagem depende das caracteristicas do solo, do tipo de metal e se
estes estdo presentes em condigcbes competitivas ou ndo no solo. De modo geral, a
sequéncia de remocao dos metais seguiu a seguinte ordem: Zn > Cu > Pb , e em condi¢bes
competitivas a remocdo é sempre maior. O tipo de solo também é condicdo que deve
sempre ser avaliada, pois em solos arenosos a remo¢ao do metal € maior do que em solos
argilosos e com matéria organica.

PALAVRAS-CHAVE: zinco, cobre, chumbo, surfactina, remediacgéo.
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REMOVAL OF HEAVY METALS BY SOIL WASHING WITH BIOSURFACTANT

ABSTRACT

Soil pollution by heavy metals is a problem that exists throughout the world and is a growing
concern due to health risks to humans and animals. Although there has been substantial
progress in reducing industrial emissions, pollution by toxic metals still occurs from numerous
activities, such as industrial processes, metallurgy and agriculture. Copper, lead and zinc are
elements listed by the National Environmental Protection Agency of the United States as
dangerous and priority pollutants. The aim of this study was to evaluate the potential use of a
biosurfactant on the remediation of soils contaminated by heavy metals. Thus, two soil
washing procedures were adopted, "soil flushing" and "soil washing". Soils of different origins
were evaluated and contaminated by copper, zinc and lead, both in monometallic as
multimetalic system. The biosurfactant used is resulting from the fermentation process of
cassawa water by Bacillus subtilis and it is characterized as the type surfactin. The first
design was done by the central composite rotational design with 2° factorial design. The
independent variables were pH (3.6, 4.0, 5.0, 6.0 and 6.4) and concentration of the
biosurfactant (7, 12, 24, 36 and 41 mg L) and the removal (%) of metals was considered as
response variables. Then new experimental designs having as variable only the biosurfactant
concentration were performed, but amplified the range of evaluation from 0 to 1000 mg L™.
The results were statistically analyzed by ANOVA and the means were compared by Tukey
test (5% significance) and linear regression analyzes when evaluating different doses.
Experiments were also conducted to evaluate the column washing method with "soil
flushing". The experiments showed that, although there was removal of metals from the sail,
the biosurfactant showed no significant action on the removal since washing only with pure
water showed similar results. This behavior was attributed to the occurrence of adsorption of
the biosurfactant to the soil, a phenomenon confirmed by analyzes of high efficiency liquid
chromatography. In the clay soil contaminated with the three metals concomitantly,
concentrations of biosurfactants above 100 mg L™ showed a reduction in the removal, i.e.,
the biosurfactant in high doses was able to impede the removal of the metals in the soil. In
addition, it was concluded that the efficiency of the washing method depends on the
characteristics of the soil, the type of metal and if they are present or not in competitive soil
conditions. In general, the sequence of removal of metals followed the order: Zn > Cu > Pb
and in competitive conditions the removal is always higher. The soil type is also a condition
which must always be evaluated, cause in sandy soils the removal of metal is higher than in
clay soils and with organic matter.

KEY WORDS: zinc, cupper, lead, surfactin, remediation.
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3.1 INTRODUCAO

A poluicao do solo geralmente é consequéncia da atividade humana e transformou-
se em grande problema porque nas ultimas décadas tém sido geradas, no mundo todo,
milhdes de toneladas de residuos contendo altas concentracbes de substéncias
indesejaveis.

Entre os contaminantes, destacam-se 0s metais pesados. Concentra¢cfes elevadas
de metais pesados podem afetar a sustentabilidade dos ecossistemas (solo, aguas
superficiais e subterraneas, ar, fauna e vegetacao) e também a salude dos seres humanos,
pois sdo cumulativos no organismo humano e de animais. Devido a deposi¢cdo em locais
inadequados, bem como a técnicas ineficientes de manejo desses residuos, tem-se hoje,
inimeros locais contaminados com metais pesados, 0s quais requerem técnicas adequadas
para descontaminacao.

O solo, por ser um importante compartimento do ambiente com capacidade de
acumular esses metais, apresenta grande risco de contaminacdo, uma vez que se 0 seu
poder tampao for excedido, as aguas subterrdneas e a biosfera passam a ter riscos
mediante a transferéncia dos poluentes (AMARAL SOBRINHO et al., 2009).

Visto que os metais pesados, mesmo em baixas concentragdes, podem tornar-se
toxicos para os seres vivos, pesquisas vém sendo realizadas a fim de encontrar meios de
remediar ambientes poluidos, que sejam eficientes, de custos financeiros baixos e rapidos.
Devido a estes fatores limitadores, dentre 0s quais o custo do tratamento é o mais
significativo, tem-se como resultado inUmeras areas abandonadas.

Nos ultimos anos, a lavagem do solo com surfactante tem sido apresentada como
um método promissor de remediacdo com pequeno ou nenhum efeito sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do solo; porém, os custos de obtencdo
deste biossurfactante ainda sao altos, pois a maioria dos fabricantes utiliza meios artificiais
para sua obtencdo. Perante esta problematica, a utilizacdo de residuos agroindustriais como
substrato para producao desses biossurfactantes tem sido uma tendéncia.

O residuo liquido do processamento da mandioca para a obtencdo da farinha, a
manipueira, tem sido utilizada como substrato, com grande sucesso para a producdo de
surfactina, biossurfactante do tipo lipopeptidio (BARROS et al., 2008). Este material é
resultado do metabolismo de bactérias do género Bacillus, especialmente Bacillus subtilis.

Os surfactantes sdo compostos com propriedades tensoativas que possuem grupos
hidrofilicos e hidrofébicos. Em decorréncia de sua natureza anfifilica, sdo compostos
caracterizados pela capacidade de alterar as propriedades interfaciais de um liquido. Outra
propriedade dos surfactantes é a capacidade de formarem, em meio aquoso, agregados
denominados micelas. Os biossurfactantes apresentam vantagens sobre os surfactantes

sintéticos, como baixa toxicidade, biodegradabilidade, possibilidade de producéo a partir de
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substratos renovaveis e efetividade em uma ampla faixa de temperatura, pH e salinidade
(NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Esse capitulo trata, em especial, da aplicacdo deste biossurfactante em solos
contaminados com metais pesados, visando a remediacdo destes. Serdo apresentadas as
diversas dificuldades no desempenho da remediacdo, visto que cada biossurfactante
apresenta caracteristicas distintas e a interacdo com solos brasileiros ndo € a mesma que
em solos do hemisfério norte, nos quais a ampla revisdo bibliografica mostrou tratar-se dos

locais mais pesquisados com a aplicacdo desta técnica de remediacgéao.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial do biossurfactante produzido a partir de residuo agroindustrial na

remediacdo de solos contaminados por metais pesados.

3.2.2 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia do pH e concentracao da solucdo de biossurfactante na eficiéncia
de remocao dos metais;

Determinar o percentual de remoc¢do dos metais Cu, Zn e Pb ap6s 0s ensaios de
dessorcao com biossurfactante;

Verificar o comportamento de dessor¢do dos metais quando em sistema metélico
competitivo e ndo-competitivo;

Comparar o desempenho de dessor¢cdo dos metais entre solos com diferentes
composic¢des quimica, granulométrica e mineraldgica;

Verificar a influéncia do aumento do pH do solo na remocao dos metais pesados;
Avaliar a adsorcéo do biossurfactante ao solo;

Avaliar o efeito da aplicacdo de biossurfactante na lixiviacdo de Cu, Zn e Pb em solo
argiloso por meio da realizacao de testes em coluna de solo;

Fracionar os metais pesados presentes nos solos apds 0s ensaios de dessorcao
com biossurfactante para identificar sob quais fracbes do solo o biossurfactante foi

capaz de atuar.
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3.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.3.1 Contaminacao do solo por metais pesados

Os metais pesados compreendem 40 elementos com densidade superior a 5 g cm™.
Estes metais representam um grupo de poluentes que requer tratamento especial, pois ndo
sdo degradados biolégica ou quimicamente (HONG et al., 2002; SINGH; CAMEOTRA,
2004). Podem acumular-se no solo e tornarem-se ainda mais perigosos quando interagem
com alguns componentes do solo (PIERANGELI et al., 2004; AMARAL SOBRINHO et al.,
2009). Alguns sédo considerados essenciais do ponto de vista biolégico, enquanto outros ndo
0 sdo. Entretanto, mesmo aqueles essenciais podem, sob condi¢cdes especificas, causar
impactos negativos a ecossistemas terrestres e aquaticos, constituindo-se assim, em
contaminantes ou poluentes de solo e agua (GUILHERME et al., 2005). Os metais pesados
cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) sdo micronutrientes essenciais para
plantas, porém, em excesso sao toxicos, como 0s metais pesados ndo-essenciais cadmio
(Cd), mercurio (Hg) e chumbo (Pb). Outro micronutriente essencial ao metabolismo das
plantas é o niquel (Ni), pois tem um importante papel na assimilagdo do nitrogénio (N), uma
vez que interfere na atividade e estrutura da urease das plantas (DUARTE et al., 2007).

Residuos de metais sdo produzidos por numerosas atividades industriais, tais como
mineracdo, producdo de baterias automobilisticas, emissdo de veiculos, desperdicio
industrial, cinzas dispersas nos processos de incineracdo, aparelhos eletrénicos e outras
manufaturas como pinturas, tubulac6es metalicas e municdo (HONG et al., 2002; SINGH,;
CAMEQOTRA, 2004; BRAUD et al., 2006). Além destas fontes industriais, a contaminacdo do
solo pode também ser resultado da aplicacdo de residuos urbanos e industriais e do uso de
fertilizantes e pesticidas na agricultura (SUN et al., 2001; MELO et al., 2008; TORRES et al.,
2012).

A preocupacao com o teor de metais pesados advém da capacidade de sua retencao
pelo solo, da sua movimentacdo ao longo do perfil, da possibilidade de atingirem o nivel
hidrostatico e, sobretudo, da sua absorcao pelas plantas, podendo atingir, assim, a cadeia
alimentar (ALLOWAY, 1990; PIERANGELI et al., 2004; SATYAWALI et al., 2011).

Estudos de mobilidade de metais pesados no solo tém demonstrado que as espécies
Pb, Cr e Cu apresentam baixa mobilidade, acumulando-se superficialmente nos solos
contaminados, enquanto que Zn, Mn, Ni e principalmente Cd séo relativamente mais
moveis, apresentando maior risco de contaminacdo da agua subterranea (WELCH; LUND,
1989). A mobilidade dos metais é geralmente maior em solos arenosos e acidos, com baixa
capacidade de troca catiénica (CTC) e com baixo teor de matéria organica e de argila
(HASHIM et al., 2011).

Uma determinada area € considerada contaminada se, entre outros fatores, as

concentracdes de elementos ou substancias de interesse ambiental estdo acima de um
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dado limite denominado valor de intervencdo. Acima desse limite, h4 um risco potencial de
efeito deletério sobre a saide humana, havendo necessidade de uma agéo imediata na area
(ZEITOUNI et al.,, 2007). ConcentragOes elevadas de metais no solo podem afetar a
produtividade, a biodiversidade e a sustentabilidade dos ecossistemas, constituindo risco
para a saude de seres humanos e animais (SUN et al., 2001; MELO et al., 2008). Cd, Cu,
Pb, Hg, Ni e Zn sdo considerados os metais pesados mais perigosos e estdo incluidos na
lista da Agéncia Norte Americana de Protecdo Ambiental (USEPA) como poluentes
prioritarios (USEPA, 2002).

Recentemente, no ano de 2009, foi editada e publicada, pelo Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), a resolucdo CONAMA n° 420/09 (BRASIL, 2009) que trata sobre
os valores orientadores de metais em solos brasileiros. Esta determina valores de
prevencdo e intervencdo para zonas agricola, residencial e industrial. Desta forma, esta
resolucdo torna-se guia para a avaliagdo de éareas contaminadas, facilitando o seu

diagnéstico. Os valores estédo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 Valores orientadores de metais pesados em solos de acordo com a Resolucéo
CONAMA n° 420/20089.

Investigacao

Prevencéao
Metal Agricola Residencial Industrial
mg kg™

Céadmio 1,3 3 8 20
Cromo 75 150 300 400
Chumbo 72 180 300 900
Cobre 60 200 400 600
Zinco 300 450 1000 2000
Niguel 30 70 100 130

Fonte: adaptado de BRASIL (2009)

O teor de Pb no solo, principalmente no horizonte superficial, € muito influenciado por
atividades antropogénicas e pelo transporte do metal através do ar, oriundo de varias fontes
(KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).

O Pb pode interferir em diversas partes do metabolismo e causar intoxica¢des, como
0 saturnismo ou plumbismo, decréscimo na capacidade de aprendizado e desenvolvimento
neurolégico em criangcas (MOREIRA; MOREIRA, 2004; GUILHERME; MARCHI, 2005). Nos
dias atuais, o principal uso do Pb é na fabricacéo de baterias de chumbo-&cido, utilizadas
em veiculos automotivos. O efeito dos residuos de Pb derivado da producdo e da
reciclagem de baterias sobre 0 ambiente pode ser ocupacional, devido a contaminagédo do
interior da fabrica, e ambiental, pela emissdo de efluentes para regibes externas a fabrica,

constituindo-se riscos de contaminacdo de Pb e outros metais associados para o solo e para
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o0 homem (MATTOS et al., 2003).

Cd é um elemento ndo-essencial nos processos metabdlicos em plantas e animais e
pode se acumular em niveis que sdo téxicos para os organismos (SHENG et al., 2008).
Mesmo o teor de 1 a 10 ppm de Cd afeta o desenvolvimento das plantas e sua fitotoxidez
inibe a fotossintese, perturba a respiracdo e a fixacdo de CO, e altera a permeabilidade das
membranas (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Uma simples exposi¢cdo a elevadas
concentracoes de 6xido de Cd pode causar graves irritagbes pulmonares ou mesmo a morte
(LEMOS et al., 2008).

O Cr se encontra no meio ambiente nos nimeros de oxidacdo: cromo (0), cromo (lll)
e cromo (VI). O cromo (lll) apresenta ocorréncia natural no meio ambiente, enquanto o
cromo (0) e o cromo (VI) sdo gerados por alguma atividade industrial. O Cr na forma
trivalente é considerado essencial para a nutricdo humana em limites de concentracdo
toleraveis. Por outro lado, o Cr hexavalente apresenta solubilidade e mobilidade grandes e
caracteristicas toxicas e mutagénicas para 0s animais superiores, plantas e micro-
organismos. Os principais sintomas observados pela exposi¢cdo aguda do Cr no organismo
humano sao: diarréia, danos ao figado e aos rins, hemorragias internas, bronquite, rinite e
pneumonia (CARDOSO et al., 2004). Compostos formados por Cr sdo altamente tdxicos e
podem causar severos danos as plantas e aos seres humanos (CHEUNG; GU, 2007). O
elemento Cr afeta o processo fotossintético dos vegetais levando a diminuicdo do
crescimento e do desenvolvimento (SHANKER et al., 2005).

O elemento Ni quando soltvel na solugdo do solo é prontamente absorvido pelas
raizes e acumula-se nas folhas e nas sementes (MANCILHA, 2007). A fitotoxidez causa
clorose e o desenvolvimento das raizes, absorcdo de nutrientes e 0 metabolismo séo
retardados. Elevadas concentragbes desse elemento nos tecidos vegetais inibem a
fotossintese e a transpiracao (ZEITOUNI, 2003).

O Zn é considerado um elemento essencial para a saude do ser humano,
participando de diversos processos metabdlicos; porém, caso presente em excesso, podera
gerar toxicidade gastrointestinal devido a uma constante acumulacédo deste metal no corpo
humano (WALSH et al., 1994). Nas plantas, os maiores teores de Zn sao encontrados nas
raizes do que nas partes aéreas, porém, em excesso é translocado das raizes e se acumula
nas partes aéreas das plantas. Os sintomas da acumulac¢do séo clorose em folhas jovens e
reducéo do crescimento (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).

O Cu é usado intensivamente como catalisador, branqueador na inddstria petrolifera,
mordente em tinturaria e agente oxidante em corantes. Apresenta também aplicagdo como
fungicida, na pintura de cascos de navios, de madeira ou ago; como inseticida e aditivo dos
solos, para evitar que as deficiéncias de Cu afetem as colheitas. O metal é utilizado na
cunhagem de moedas, fabricagdo de tubos de canalizagcédo e pecas decorativas (LEMOS et

al., 2008). A ingestdo excessiva de compostos como o sulfato de cobre pode causar
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vomitos, caibras, convulsdes ou mesmo a morte (FONTES et al., 2009).

Os metais podem estar presentes naturalmente no solo e podem ser dessorvidos dos
solos com a mudanca de pH. Em geral, os metais encontram-se mais livies em baixos
valores de pH, uma vez que, em condi¢cdes béasicas, os metais ficam menos ionizaveis, e
portanto, menos disponiveis (HASHIM et al., 2011; TORRES et al., 2012). Chlopecka et al.
(1996) observaram que os metais originados de fontes antropogénicas sdo relativamente
mais moveis que os presentes no material de origem dos solos.

A Figura 28 ilustra resumidamente o0s processos que controlam a solubilidade,
disponibilidade e mobilidade de elementos no solo. Esses processos sdo influenciados por
diferentes atributos, sendo o pH, o potencial redox e a complexacao por ligantes (organicos
e inorganicos) os mais relevantes (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001), pois além de
afetarem diretamente a adsorcao/dessorcdo e a precipitacdo/dissolucdo (McBRIDE, 1994;
PIERANGELI et al., 2001), sdo também os principais fatores que controlam a especiacao
dos elementos-trago em solucdo, afetando, assim, sua reatividade (solubilidade,
biodisponibilidade e mobilidade) (ALLEONI et al., 2005; HASHIM et al., 2011).
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Figura 28 Processos dinamicos interativos que governam a solubilidade, disponibilidade e

mobilidade de elementos nos solos.
Fonte: McBride (1994)

O conhecimento das reacfes e da cinética envolvidas nesses processos € de vital
importancia no controle das concentracdes de metais pesados e de suas mobilidades nos
solos para que se tenha uma boa capacidade preditiva de sua toxicidade para plantas, de
sua entrada na cadeia tréfica humana e de seu potencial de contaminacédo de aquiferos,
rios, lagos e mares (ALLOWAY, 1990; ALLEONI et al., 2005; HASHIM et al., 2011).

As reacdes que ocorrem no solo sé&o influenciadas por diversos fatores, como tipo de
solo, clima, cultura, teor de matéria organica e forma quimica dos elementos (COOKER,;
MATTHEWS, 1983; HASHIM et al., 2011). Dentre as propriedades do solo que influenciam

as reacdes dos metais e sua mobilidade incluem-se a superficie especifica, a textura, a
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temperatura, o pH, o potencial redox, a CTC, a quantidade de matéria organica, a
guantidade e o tipo de minerais de argila, o tipo e a quantidade de metais e a competicdo
ionica (MATOS et al., 1996; HASHIM et al., 2011).

3.3.2 Técnicas de remediacdo do solo

Em vista dos males que o excesso de alguns metais podem ocasionar, solos
contaminados por metais pesados exigem acéo remediadora que diminua os teores desses
poluentes em niveis ambientalmente seguros (MELO et al., 2006; ROMEIRO et al., 2007).

Diversas sdo as tecnologias disponiveis atualmente para a descontaminacdo de
solos e 4guas. Todas apresentam vantagens e limitacdes, além de eficiéncia variavel em
funcdo das caracteristicas do meio e do poluente. Frequentemente, mais de uma tecnologia
precisa ser utilizada para uma descontaminacao efetiva. Além disso, os custos envolvidos
sdo geralmente elevados. A escolha da técnica dependerd de uma série de fatores
relacionados com a utilizacdo futura prevista das &areas alvo de remediagdo, quer para
atividades industriais ou de uso publico, e em consideracbes técnicas, bem como
econdmicas e legais (CICCU et al., 2003). Dependem também de varios fatores, como tipo,
concentracdo do poluente e suas caracteristicas, como solubilidade, biodegradabilidade e
volatilidade, assim como das caracteristicas proprias do solo (DAHRAZMA; MULLIGAN,
2007).

Os tratamentos séo basicamente de dois tipos: 1) “ex situ”, realizado fora do local
onde ocorreu a contaminacdo e, por isso, € um tratamento que requer a escavacao e a
remocao do solo contaminado para outro local. A adocéo deste procedimento pode resultar
em um aumento consideravel do custo do processo, porém, ndo obstante a essa
desvantagem, é possivel controlar, com maior facilidade, as condicionantes do meio, que
sdo consideradas os fatores-chave utilizados no tratamento dos solos; 2) “in situ”,
tratamento feito no préprio local da contaminacdo. Normalmente, essa opcéo de remediacao
torna o processo mais atrativo e economicamente viavel, quando comparado ao tratamento
citado anteriormente. Além disso, o tratamento “in situ”, normalmente, acarreta em menores
impactos ambientais advindos da remediacdo da area contaminada (TAVARES, 2009;
ANDRADE et al., 2010).

A seguir serdo apresentados os métodos mais utilizados de remediagdo de solo
contaminado por metais pesados.

A solidificac@o/estabilizacdo refere-se a um grupo de métodos de remediacdo de
areas contaminadas, os quais previnem ou diminuem a liberagdo de elementos-trago toxicos
de solos ou residuos contaminados. A tecnologia de solidificagdo é uma encapsulacgéo fisica
do contaminante em uma matriz sélida e € mais utilizada para tratamento “ex situ”, o que a
torna uma tecnologia mais onerosa. Mondmeros liquidos que polimerizam, tais como

betume, cinzas e cimento s&o injetados para encapsular o solo. A estabilizacdo, por outro
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lado, inclui a inducéo de reacdes quimicas para reduzir a mobilidade ou toxicidade do
contaminante. Entre os aditivos possiveis de serem utilizados, 0os mais pesquisados s&o
zéolitas, beringita, hidroxiapatita e calcério. A aplicagdo dessa tecnologia “in situ” é mais
viavel em solos rasos. Entretanto, o uso das técnicas de solidificacdo/estabilizacdo tem que
ser avaliado com cuidado, pois mudancas nas condicbes ambientais podem levar a
remobilizacdo dos metais (CICCU et al., 2003).

A vitrificagdo é um processo de solidificacdo/estabilizacdo que requer energia térmica
para a fusdo do material sélido contaminado. Essa técnica envolve a insercédo de eletrodos
no solo, o qual precisa ser apto a conduzir uma corrente elétrica e se solidificar. Essa
tecnologia resulta na fundi¢cdo do solo contaminado, a temperaturas de 1600 °C a 2000 °C, o
que é suficiente para fundir a grande maioria dos minerais presentes no solo. Os metais séo
encapsulados dentro da estrutura vitrea de compostos silicatados modificados. E
considerado um processo de remediagdo de alto custo, mas € uma alternativa aplicavel ao
tratamento de solos contaminados por mdltiplos poluentes, tendo sido utilizada em casos
onde h& poucas alternativas de tratamento disponiveis (MULLIGAN et al., 2001; MOURA,
2006).

A eletrocinética baseia-se na passagem de uma corrente de baixa intensidade entre
um catodo e um anodo introduzidos no solo contaminado, sendo ions metalicos atraidos
pelos eletrodos. Para que o transporte ocorra, € necessario que os ions estejam em solucao
aquosa. Sao utilizadas solucdes para manter o pH no poco onde estdo localizados os
eletrodos e assim evita-se a precipitagdo e os prejuizos a operacdo do sistema (MOURA,
2006; HASHIM et al., 2011). Teoricamente, metais sob a forma de ions soluveis e ligados ao
solo como oxidos, hidroxidos e carbonatos, sdo passiveis de serem removidos por esta
técnica, mesmo em solos argilosos, e tem se mostrado mais eficiente para solos saturados
(MULLIGAN et al., 2001).

As técnicas de separacdo magnética e separacdo fisica também podem ser
utilizadas. A separacdo magnética € uma tecnologia que separa e concentra as particulas
de acordo com a sua susceptibilidade magnética, o que é feito empregando-se um gradiente
de energia magnética (BRUM, 2010). J& a separacao fisica utiliza-se de outras propriedades
dos materiais, tais como, densidade, tamanho de particulas, viscosidade, etc. Esta técnica
pode ser utilizada em associacdo com outras, a fim de otimizar a descontaminac¢éo do meio.
Assim, se o0 solo requer posterior tratamento para reduzir o teor dos metais, entdo a
separacdo fisica pode ser seguida de lavagem &cida, a qual remove pequenas particulas do
metal, bem como espécies moleculares ou ibnicas ligadas a matriz do solo (BRUM, 2010).

O tratamento quimico jA& € uma tecnologia que envolve, tipicamente, reacdes de
reducdo/oxidagdo que, quimicamente, convertem contaminantes perigosos em néo
perigosos ou em compostos mais estaveis, menos moéveis ou inertes. Os agentes oxidantes

geralmente usados para o tratamento de contaminantes perigosos sao ozénio, peréxido de
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hidrogénio, hipocloritos, cloro e diéxido de cloro (BRUM, 2010).

A fitorremediacdo refere-se ao uso direto de plantas em locais contaminados para
remocdo ou estabilizacdo dos contaminantes (elementos-trago, pesticidas, solventes
organicos, etc.). Pode ser dividida em fitoextracdo, fitotransformacgédo, fitovolatilizacao,
rizofiltracdo, fitoestimulacdo/rizodegradacdo e fitoestabilizacdo (COUTINHO; BARBOSA,
2007). Para a remocdo de metais pesados, a técnica mais adequada é a fitoextracdo ou
fitoacumulacado, a qual envolve o cultivo de plantas que absorvem os metais pelas raizes e
posteriormente fazem a translocacdo para a parte aérea das plantas (KRAMER, 2005;
NASCIMENTO; XING, 2006). Certas plantas, chamadas hiperacumuladoras, absorvem
grandes quantidades de metais em comparacédo a outras, sem que isto lhes cause prejuizo.
Para a remediacdo de areas contaminadas, uma ou mais espécies de plantas, de acordo
com o metal e condicBes edafoclimaticas, séo selecionadas e cultivadas na area. Depois de
algum tempo, elas séo colhidas e incineradas. Esse processo é repetido até que o local seja
descontaminado. Deve-se ter em mente que o residuo das plantas remediadoras € perigoso
e deve ser disposto ou destinado de maneira adequada. Os desafios para esta técnica é
ainda sua baixa eficiéncia e o longo tempo requerido para a descontaminagdo quando
comparado com outros métodos (SHENG et al., 2008; ANDRADE et al., 2009). A maioria
das hiperacumuladoras identificadas até o momento ndo sado adequadas para aplicacdes de
fitorremediagdo em campo devido a sua pequena biomassa e seu crescimento lento (SHEN;
LIU, 1998). Além disso, a baixa biodisponibilidade de metais pesados em solos podem
também limitar a eficiéncia da fitorremediacdo (SHENG et al., 2008). Para o avanc¢o desta
técnica ainda sdo necessarias pesquisas visando aumentar a extracdo de metal pelas
plantas e o melhoramento de espécies de crescimento rapido e adaptadas a varias
condicbes climaticas (COUTINHO; BARBOSA, 2007).

A contengdo passiva € outro método que consiste em isolar/conter os contaminantes,
de modo a prevenir o seu movimento ou facilitar a sua recuperacédo. Esta tecnologia envolve
0 uso de barreiras ou paredes, “in situ”, as quais agem como zonas de tratamento quimico.
Estas barreiras podem ser verticais ou horizontais, que restringem 0 movimento
descendente do contaminante. Varios materiais podem ser usados nas barreiras, tais como
calcario, bentonita, lamas, aco, etc (SOARES et al., 2005).

Outro método considerado como remediacdo de solos, € a “atenuacao natural”. O
termo tem sido empregado para descrever a remediacdo passiva de solo, que tem a
capacidade em atenuar naturalmente os impactos, por meio de processos bioldgicos,
guimicos e fisicos, como a biodegradacdo, a volatilizagdo, a dispersdo, a diluicdo e a
adsorcao, promovidos na subsuperficie (ANDRADE et al., 2010). Os micro-organismos séo
capazes de afetar a especiacdo dos metais, por causa de sua capacidade ativa ou
mediadora nos processos de mobilizacdo ou imobilizagdo, que influenciam o equilibrio das

espécies metalicas entre as fases liquida e solida (GADD, 2004).
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Entre os procedimentos de remediacdo atualmente mais populares, tanto para extrair
poluentes organicos persistentes (POPs), quanto metais pesados, € a lavagem do solo. A
lavagem do solo é um método que fundamenta-se no principio tecnoldgico da transferéncia
de um contaminante do solo para um sequestrador (ou captador) na fase liquida ou gasosa
(GUEDES et al.,, 2010; ANJOS et al., 2010). Agua, com ou sem aditivos (&cidos,
surfactantes, agentes quelantes, etc.), é empregada para solubilizar os contaminantes
(HASHIM et al., 2011; RIVERO-HUGUET; MARSHALL, 2011). O uso de aditivos reduz
sensivelmente o0 tempo necessario para tratamento do local (MULLIGAN et al., 2001). A
técnica promove a mobilidade de metais pesados e a migracdo para a fase liquida por
dessorcdo e solubilizacdo. Esta tecnologia de remediacdo é vista como uma solucéo
permanente, proporcionando a reutilizacdo destes solos e, assim, uma melhor op¢éo de uso
da terra no futuro (HONG et al., 2002).

Existem duas formas de aplicacdo desta técnica, no préprio local (“in situ”) ou em
reatores. A forma “in situ” ndo é muito aplicada, devido a dificuldade de estabelecer
condi¢cbes operacionais seguras. A lavagem do solo “in situ” ou “soil flushing” consiste na
extracdo dos contaminantes do solo fazendo passar agua ou uma solucdo aquosa
adequada através das camadas contaminadas, mediante um processo de injecdo ou
infiltracdo. Os contaminantes sdo arrastados até o lencol freatico, procedendo-se, depois, ao
bombeamento da &gua subterrédnea e seu respectivo tratamento (ANJOS et al., 2010). O
esquema do tratamento de lavagem do solo “in situ” utilizando solucéo de surfactante pode

ser visualizado na Figura 29.
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Figura 29 Sistema de lavagem do solo com biossurfactante “in situ”.
Fonte: adaptado de Hashim et al. (2011)

A performance de um sistema de lavagem do solo “in situ” depende muito do contato
entre a solugcéo de lavagem e o contaminante, bem como da solubilidade do contaminante.
Assim, a adequacéo da solucéo de limpeza, o coeficiente de adsor¢cdo do contaminante e a
permeabilidade dos solos s&o fatores chaves para 0 sucesso do processo de
descontaminacdo, sendo os melhores resultados alcangados com solos altamente

permeaveis.
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A alternativa “ex situ” envolve a remogao do solo ou do sedimento contaminado e o
seu processamento em uma unidade de tratamento. Esta tecnologia oferece a possibilidade
de recuperagcdo de metais e consegue mobilizar uma grande variedade de contaminantes
organicos e inorganicos em solos de granulometria grosseira (MOURA, 2006). Rivero-
Huguet e Marshall (2011) frisam que a lavagem do solo tem um potencial muito grande, ja
que pode ser adaptado para massas de solo variaveis e diferentes concentracbes de
contaminantes, sendo necessario somente alterar a composicédo do fluido de lavagem do
solo.

Apéds a lavagem, o solo pode retornar a area sob intervencdo ou receber outra
destinacdo. A agua de lavagem, que contém os ions metélicos, pode ser tratada através de
processos fisico-quimicos tradicionais (precipitacdo, oxidacdo) ou de processos mais
avancados (por exemplo, membranas), decisdo que depende da viabilidade ou ndo da
recuperacao dos metais presentes (MOURA, 2006).

Os processos de lavagem de solo com surfactantes apresentam resultados
relativamente rapidos e ja vém sendo utilizados hd muito tempo. Entretanto, a utilizacdo de
biossurfactantes em lavagem de solo é uma pratica relativamente nova (MILLIOLI, 2009).

Importante destacar que, de modo geral, cada técnica de tratamento é dependente
de varios fatores, a saber: 1) condi¢des fisicas, quimicas e biolégicas do local contaminado;
2) concentracdo do contaminante; e 3) tempo requerido para a degradacéo ou a remogao do
composto alvo, conforme a técnica empregada. Em todos os processos de tratamento existe
uma correlacdo direta entre o tempo requerido para a remediacdo da area e o custo total
(ANDRADE et al.,, 2010). Sendo assim, a adoc¢do da técnica deve ser precedida de um
estudo criterioso que inclua a previsdo da evolucdo das plumas de contaminacdo, a
metodologia de avaliagdo de risco e 0 monitoramento durante o periodo necessario para

que se atinjam as metas de remediacao desejaveis (ANDRADE et al., 2010).

3.3.3 Biossurfactantes e remedia¢do de areas contaminadas

De acordo com Song et al. (2008), o aprimoramento da técnica de dessor¢cdo do
solo/lavagem é uma tecnologia promissora para a remediacao dos solos contaminados com
potencial aplicabilidade e viabilidade econdmica.

Atualmente, muitos trabalhos de lavagem do solo fazem a aplicacdo de solucdes
acidas ou de hidréxidos (HCI, H,SO4, HNO3), bem como de agentes quelantes (como EDTA
e acido citrico) para remover metais de solos contaminados (MOUTSATOU et al., 2006;
JEAN et al., 2007; ZHANG et al., 2007). No entanto, o uso de solu¢fes basicas ou &cidas
apresenta inumeras desvantagens para a lavagem do solo, levando a diminuicdo da
produtividade do solo e a mudangas adversas na estrutura fisica e quimica dos solos devido
a dissolucdo de minerais (HONG et al., 2002). Os valores de pH muito altos ou baixos no

processo, promovem a dissolu¢do dos metais, incluindo elementos contaminantes e ndo
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contaminantes. Além disso, valores extremos de pH podem afetar outras caracteristicas do
solo como os teores de nutrientes, vida macro e microbiana, substancias humicas, etc
(TORRES et al., 2012).

Uma solucdo potencial para a remediacdo do solo contaminado tanto por petroleo
quanto por metal, € o emprego de surfactantes, os quais solubilizam e dispersam os
contaminantes, limpando o solo, retornando-o a seu estado original (MULLIGAN et al.,
1999a, b; JUWARKAR et al., 2007; ASCI et al., 2010). A extracdo quimica utilizando estes
compostos, tanto “in situ” quanto “ex situ”, € vista como um método promissor para remover
metais pesados e arsénio de solos contaminados, reduzindo assim o risco ambiental
(WANG; MULLIGAN, 2009).

Recentemente, muitos autores tém apresentado o uso da lavagem do solo com
biossurfactantes como uma técnica de remediacao interessante (MULLIGAN et al., 1999a, b;
MULLIGAN et al., 2001; MULLIGAN; WANG, 2006; JUWARKAR et al., 2007; DAS et al.,
2009; WANG; MULLIGAN, 2009; ASCI et al., 2010; TORRES et al., 2012) devido a sua
maior compatibilidade ambiental do que os surfactantes quimicos/sintéticos (SONG et al.,
2008; WAN et al., 2011). Além disso, esta técnica tem sido apresentada como um processo
com pequeno ou nenhum efeito sobre as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas
do solo (ITURBE et al., 2008).

Produtos como ramnolipidios, surfactina, saponina e soforolipidios tém sido
empregados (MULLIGAN et al., 2001; MULLIGAN; WANG, 2006; JUWARKAR et al., 2007,
SONG et al., 2008; WANG; MULLIGAN, 2009; ASCI et al., 2010).

Outra solucéo biotecnoldgica descrita por alguns autores seria a adicdo de células
e/ou exopolimeros bacterianos, que também podem remover os metais. Entretanto, o
grande tamanho e massa das células bacterianas e dos exopolimeros (massa molecular de
aproximadamente 10°) faria com que os complexos formados metal-célula e metal-
exopolimero fossem filtrados pelo solo durante a lavagem (ASCI et al.,, 2010). Assim, 0s
biossurfactantes apresentam uma vantagem com relacdo as células e exopolimeros devido

ao seu pequeno tamanho (geralmente massa molecular menor que 1500).

3.3.3.1 Acéo dos surfactantes sobre os metais pesados

Os surfactantes, assim como os biossurfactantes sdo usados para a remocgéao de
metais pesados, porém o mecanismo de remocdo ainda ndo é totalmente elucidado
(FRANZETTI et al., 2009; SINGH; TURNER, 2009).

Uma importante caracteristica dos surfactantes é quanto a presenca de cargas em
suas estruturas. Os surfactantes podem ser classificados como catiénicos, aniénicos ou
ndo-ibnicos ou anfoteros (DALTIN, 2011). Esta classificagdo merece ser destacada, uma
vez que 0s mecanismos de remocao dos metais pelos tipos de surfactantes é fortemente

influenciada por estas caracteristicas (LIMA, 2008). Os surfactantes anidénicos possuem
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cargas negativas em seu grupo polar. Os grupos polares mais comuns s&o: carboxilato,
sulfato, sulfonato e fosfato. Estes representam a categoria com maior volume de producgéo
entre as categorias citadas, pois ai estdo incluidos os sabdes (DALTIN, 2011).

Segundo Ramamurthy et al. (2008), os maiores efeitos de mobilizacdo dos metais
sdo observados por surfactantes aniénicos. Os surfactantes anibnicos em solugdes aquosas
apresentam uma carga superficial, que € balanceada pelos contra-ions devido a condicéo
de eletroneutralidade. A presenca de ions metalicos em solugédo podera originar uma forte
ligacdo destes metais aos anions do surfactante (COSTA, 2011). Alguns estudos tém sido
realizados para comprovar a interacdo entre ions de Al e Cr trivalentes com surfactantes
aniénicos convencionais (GHIACI, 2004; PEREIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2010;
COSTA, 2011).

De acordo com Asci et al. (2008), biossurfactantes do tipo anibnico, por possuirem
carga negativa, formam ligacdes ibnicas com os metais de natureza mais forte do que a
ligagdo do metal com o solo. Algumas pesquisas tém mostrado que ions metdlicos, tais
como Pb e Cd, tém maior afinidade pelo ramnolipidio (aniénico) do que pelos componentes
do solo aos quais estavam ligados (FRAZER, 2000). Entretanto, este mesmo autor afirma
gue o tipo de solo e a presenga de varios componentes, tais como argilas e éxidos de ferro,
exercem um papel importante no desempenho de remocao dos ions metalicos pela acdo do
biossurfactante do tipo ramnolipidio.

Os metais de valéncia elevada em solugdes aquosas sao suscetiveis de sofrer
hidrélise, e a interacdo com o surfactante ira depender da capacidade do ion metalico
substituir as moléculas de agua por moléculas do surfactante (COSTA, 2011). Sendo assim,
0 uso de surfactantes anidnicos podem levar a dessor¢cdo do metal da superficie. A
combinacdo metal-biossurfactante precisa entdo ser recuperada da matriz do solo
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).

A solubilizacdo é o caminho para aumentar a solubilidade de uma substancia
insoltvel ou fracamente solivel num determinado meio. Este fenbmeno pode envolver a
presenca de moléculas de surfactante que tenham a capacidade de incorporar totalmente a
substancia insolivel nas suas micelas (TESTARD; ZEMB, 2002). Os biossurfactantes
reduzem a tenséo interfacial entre fluidos imisciveis ou entre um fluido e um sdélido, o que
faz com que aumente a area superficial de compostos insollveis, levando a um aumento da
sua mobilidade, biodisponibilidade e consequente biodegradacdo (RHAMAN et al., 2003).
Assim, o surfactante, diminuindo a tenséo superficial da dgua (solugdo do solo), faz com que
0s metais pesados figuem mais disponiveis para a remediacdo em solos contaminados
(RON; ROSENBERG, 2001).

Os mecanismos propostos de remocao dos ions metélicos da superficie do solo
pelas micelas do biossurfactante sdo: ligacao de ions de cargas contrarias, substituicao com

ions de mesma carga, ou complexacdo com agentes, formando quelatos na superficie da
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micela (ASCI et al., 2010). Como o grupo da cabeca polar da micela liga-se ao metal,
tornam-se mais sollveis na 4gua. A micela movimenta o ion metélico pela solugéo, fazendo
com que seja facilmente recuperado por lavagem ou bombeamento (MILLER, 1995;
FRAZER, 2000; MULLIGAN, 2005; ASCI et al., 2007). Asci et al. (2010) salientam que
metais na forma n&o-ibnica formam complexos com biossurfactantes, aumentando a
remocdao de superficie, de acordo com o Principio de Le Chatelier.

E importante destacar que na estrutura molecular de varios biossurfactantes existem
grupos carboxilicos e/ou hidroxilas que podem formar complexos com os metais pesados
(SONG et al., 2008). Hong et al. (2002) fizeram a analise da saponina no equipamento de
Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e identificaram grupo carboxilico na sua
estrutura e atribuiram a complexacédo dos metais a presenca deste grupo. Song et al. (2008)
testaram saponina para remover Cd de solo e atribuiram a remocao (87,7%) também devido
ao grupo carboxilico na parte hidrofilica da saponina, o qual pode formar complexo com o
Cd em solucéo aquosa.

Cabe ressaltar que o fenbmeno inverso é também possivel, isto é, a adicdo de
moléculas de surfactante pode possibilitar a insolubilizagdo de algumas substancias
previamente dissolvidas em solugcdo aquosa. Este fenbmeno ocorre, por exemplo, através
da interacdo de metais pesados com surfactantes anidnicos em concentracées pré ou pos-
micelares (VALENTE et al., 2008; PEREIRA et al., 2009), de onde a densidade de carga
positiva dos ions metalicos € neutralizada pelas cabecas anibnicas dos surfactantes
(COSTA, 2011).

Segundo os resultados obtidos por Doong et al. (1998), a adicdo de surfactantes
anibnicos e nado-ibnicos pode melhorar a eficiéncia de extracdo de Cd, Pb e Zn, enquanto
gue a adicao de surfactantes catidnicos diminui a eficiéncia de extracdo de metais pesados.

Burrows et al. (2010) referiram a acidez do surfactante como fator determinante para
a maior ou menor interacdo destes com o0s metais, sendo mais forte para os carboxilatos
fracamente acidos, do que para os sulfatos ou sulfonatos. Embora estas interacdes se
devam em grande parte por efeitos eletrostaticos, esta é também, em alguns casos,
acompanhada de um aumento da entropia resultante da perda das aguas de hidratacao do
cation.

Segundo Stalikas (2002), a interacdo de espécies metalicas com surfactantes ocorre
através de interacdes eletrostaticas com a cabeca polar do surfactante, ou por interagcbes
hidrofébicas dos quelatos do metal com a cadeia hidrofébica das micelas, podendo esta ser
uma estratégia para, por exemplo, promover a remoc¢ao dos ions metélicos de um efluente
(COSTA, 2011).

De acordo com os resultados obtidos por Wang e Mulligan (2009), a acdo de
biossurfactante do tipo ramnolipidio, por exemplo, a solos e/ou residuos contendo metais

pesados pode ocorrer devido a uma série de fatores, como reducdo da tensédo interfacial,
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formacdo de complexos soluveis ou micelas em razdo da habilidade deste em transformar
0s metais em fase organica aquosa pela formacéo de micelas ou complexos. Miller (1995)
também acrescenta que além da habilidade em formar complexos, a natureza anidnica ja é
responsavel pela remogao de ions metéalicos do solo.

Outra conclusdo importante quanto a acdo dos ramnolipidios é que este
biossurfactante inibe a formacéo de precipitados de hidroxidos de ferro (Fe), o que reduz a
adsorcdo e co-precipitacdo dos metais pesados com hidréxidos de Fe, aumentando, assim,
a remocao dos metais (WANG; MULLIGAN, 2009).

Na Figura 30 é possivel observar um mecanismo de remoc¢do dos metais pesados
por acdo da surfactina, proposto por Mulligan et al. (1999a). De acordo com o observado por
esses autores, a surfactina removeu os metais pesados Cd, Cu, Pb e Zn ap6s sua adsor¢ao
a superficie do solo, seguida pela solubilizacdo do metal causada por reducéo da tensao
superficial e atracdo eletrostética e, finalmente, incorporacdo do metal nas micelas do

biossurfactante.
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1. Acumulagic de surfactante como hemimicelas na interface do solo.
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eletrostatica.

3. Incorporagio de metal na micela.

Figura 30 Mecanismo de remocéo dos metais pesados por acdo da surfactina.
Fonte: Lima (2008), adaptado de Mulligan et al. (1999).

Na Tabela 14 estdo apresentadas algumas caracteristicas de trés surfactantes
anibnicos bastante citados neste trabalho, sendo dois de origem biolégica (ramnolipidio e
surfactina) e um de origem quimica (dodecil sulfato de s6dio — SDS). Nota-se a elevada
CMC do surfactante sintético comparada as dos biossurfactantes. Isto indica a eficiéncia do
biossurfactante em reduzir as tensfes superficiais e interfaciais com menor concentracéo do
produto (CIAPINA, 2008).

O interesse do uso dos biossurfactantes em descontaminacdo de solos decorre de
suas vantagens, em comparac¢do com surfactantes sintéticos, como menor toxicidade, maior

biodegradabilidade, melhor biocompatibilidade e também devido a capacidade de ser

sintetizado a partir de fontes renovaveis (GUSIATIN et al., 2009).
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Tabela 14 Caracteristicas dos surfactantes ramnolipidio, surfactina e dodecil sulfato de
sodio.

. Tipo Massa Tenséo
Nome Classificagao CMC o
(carga) molecular superficial
g mol™” mg LT mN m™
Ramnolipidio Glicolipidio aniénico 650,0 75 a 150 29
Surfactina Lipopeptideo aniénico 1.036,3 12a23 27
Dodecil sulfato de sddio . 2120 a
- anionico 288,4 37
(SDS) 2300

Fonte: elaborado pelo autor.
Referéncias utilizadas: Christofi e Ivshina (2002); Wang et al.(2007); Chrzanowski et al. (2009); Shaligram e Singhal (2010);
Chrzanowski et al. (2012)

Salienta-se também que a aplicagdo desta técnica pode ser usada como pré
tratamento para métodos continuos de tratamento, como estabilizacdo/solidificacao,
biorremediacdo e processos de atenuacdo natural, ou ainda como enriquecimento de
tecnologias de remediacéo eletrocinéticas (WANG; MULLIGAN, 2009). Segundo Gusiatin et
al. (2009), a diversidade de formas quimicas produzidas oferece a possibilidade dos
biossurfactantes serem selecionados para diferentes metais. No entanto, 0s experimentos
sobre remediacdo de solo, especialmente solos contaminados multi-metalicos, com

biossurfactantes ainda sdo escassos.

3.3.3.2 Influéncia do pH e do tipo de surfactante

Segundo Mulligan e Wang (2006) os tensoativos anidnicos oferecem bons resultados
na remediacdo de locais contaminados por metais pesados porque 0S metais catidnicos
apresentam afinidade com a superficie carregada negativamente, e também o
biossurfactante poderia permitir a remo¢do do metal devido a redugéo da tensdo superficial
interfacial mais eficaz. Hong et al. (2002) afirmam que a eficiéncia de remocao dos metais
depende do pH. Segundo Mulligan e Wang (2006), solugbes com valores de pH altos
parecem funcionar melhor. Estes autores avaliaram a acdo do ramnolipidio sob diferentes
valores de pH e concluiram que a remog¢édo dos metais Cd e Ni em solo arenoso foi mais
eficiente com a aplicacdo de solugbes mais alcalinas (pH 10). Eles indicam que estes
resultados, provavelmente, podem ser consequéncia da combinacdo da solubilidade do
metal estar aumentando e também do aumento da atividade surfactante com o aumento do
valor de pH da solugdo. Dahrazma e Mulligan (2007), quando adicionaram NaOH nas
solugcBes contendo o biossurfactante ramnolipidio, obtiveram maior eficiéncia de remocéo
dos metais Cu, Zn e Ni. Estes autores concluem que a adicdo de OH™ pode solubilizar a
matéria organica e, assim, aumentar a disponibilidade do metal, tornando o tratamento com
0 biossurfactante mais efetivo.

Ja Gusiatin et al. (2009), que testaram a aplicacdo do biossurfactante do tipo

saponina, observaram que a remocao dos metais (Ni e Cu) aumentou com o decréscimo
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dos valores de pH na solugcdo de biossurfactante, sendo as melhores taxas de remocéo
obtidas em pH entre 3 e 4. Estes autores atribuiram a remogéo e mobilizacdo dos metais a
formagéo de micelas.

Song et al. (2008) também estudaram o efeito da saponina na remogéo de Cd e
verificaram que este biossurfactante, derivado de plantas, apresentou excelente acéo
quando comparado com &cido citrico e com o surfactante artificial Triton X-100. Na
concentracdo de 3.750 mg L™ e pH 5,0-5,5, a saponina apresentou taxa de remocdo de
87,7% do Cd presente no solo. Os autores atribuiram esta remoc¢édo a complexacao do Cd
com a parte externa do grupo carboxilico da micela. Hong et al. (2002) também avaliaram a
remocdo do Cd e Zn pela saponina, chegando a resultados superiores a 90% de remocéao
para ambos 0s metais. Estes autores testaram valores de pH variando de 3 a 7 e
observaram que os melhores resultados de remoc¢do foram em pH igual a 3. Maity et al.
(2013) avaliaram a remocé&o de Mn, Cr e Ni por saponina em valores de pH que variaram de
5 a 8 e também observaram que a melhor eficiéncia de remo¢do dos metais foi no menor
pH, sendo que a uma concentracédo de 0,150 g L? do biossurfactante, as eficiéncias de
remocao foram de 99, 73 e 25% para Ni, Cr e Mn, respectivamente. Estes autores avaliaram
também o efeito de diferentes concentragcdes da saponina (0,015 a 0,150 g L™), porém
concluiram que embora a concentragdo tenha tido efeito sobre a remocao, a variagdo de pH
foi a que proporcionou maiores diferengas entre os resultados.

Das et al. (2009) testaram biossurfactante produzido por Bacillus circulans sob
diferentes CMC e concluiram que a medida que a concentracdo do surfactante aumenta,
também cresce a remocdo do metal (Cd e Pb) do meio, chegando a remover todo o
conteudo dos metais (Pb e Cd) de um efluente liquido quando em concentracdo
correspondente a 5xCMC.

Mulligan et al. (2001) avaliaram a remog¢éo de Cu e Zn de sedimentos pelo processo
de lavagem com surfactina produzida por Bacillus subtilis sob diferentes concentracdes e
pH, e observaram que para o Zn, a remocdo foi maior quando aplicado a pH 8 e
concentracao 2% de surfactina, ja para o Cu, a melhor remocéo foi a pH 10 (tanto com
surfactina a 2% quanto a 0,25%). Na mesma pesquisa destes autores, quando avaliando o
biossurfactante soforolipidio, a concluséo foi que a melhor remocédo de Zn ocorreu quando 0
pH estava éacido (5,4). Desta forma, é possivel inferir que o valor de pH, tipo e a
concentracdo do surfactante devem ser levados em consideracdo para o tratamento de
solos e/ou sedimentos contaminados, de acordo com o tipo de metal ao qual quer se

remediar.

3.3.3.3 Influéncia do tipo de solo e da combinacdo de metais no solo
Sao varios os fatores que desempenham um papel importante na remocédo de ions

de metais pesados do solo por diferentes tipos de biossurfactante. Dentre eles, pode-se citar
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o tipo de solo e a presenca de varios componentes, tais como argilas e 6xidos de ferro
(FRAZER, 2000).

Gusiatin et al. (2009) observaram que a acdo da saponina foi diferenciada quando
compararam a eficiéncia de remocédo de Ni em solos do tipo arenoso e argiloso, sendo a
melhor remog&o neste ultimo. Estes mesmos autores também identificaram que existe
influéncia de eficacia de remocgédo se o solo esta contaminado por apenas um ou mais
metais. Para o Cu, independentemente do tipo de solo, a melhor eficacia de remogéao (49,2-
53,0%) foi quando este metal estava sozinho no solo e ndo em conjunto com o Ni (33,0-
36,6%). Ja uma tendéncia oposta foi verificada para o Ni, uma vez que este teve melhor
remoc¢ao quando em conjunto com o Cu (24,1-50,8%) do que quando sozinho (14,0-23,4%).

Hong et al. (2002) também aplicaram a saponina em diferentes tipos de solos e
encontraram maior dificuldade de remocdo naqueles com maior conteldo de matéria
organica, atribuindo esta dificuldade a sua alta capacidade sortiva. Estes mesmos autores
observaram que os metais Cd e Zn foram os que tiveram melhores resultados de remocéo
guando comparados ao Cu e ao Pb. Atribuiram esta diferenga a eletronegatividade dos
metais pesados e a forte quimiossorcao destes ultimos a argilas, 6xidos e matéria organica.

Quanto a afinidade dos metais pelo ramnolipidio, Ochoa-Loza et al. (2001), através

|3+ S Cu2+>

de experimentos de constantes de estabilidade, mostraram que a sequéncia foi: A
Pb** > Cd* > Zn** > Fe*" > Hg®* > Ca*" > Co®* > Ni*" > Mn”"> Mg®* > K*. Assim, pode-se
dizer que quando ndo houver mais Cu disponivel para o ramnolipidio, o Pb passara a ter
maior prioridade de se ligar ao ramonolipidio do que o Cd e assim por diante.

Mulligan et al. (2001) avaliaram sedimentos (70% de silte, 20% de argila e 10% de
areia) contaminados pelo descarte de residuos industriais contendo Cu (110 mg kg™), Zn
(3300 mg kg™), Pb (410 mg kg™?) e Cd (5 mg kg™). Adotaram o processo de lavagem,
separadamente, com ramnolipidio, surfactina e soforolipidio, e observaram que para o Cu, a
melhor remocdo foi pelo ramnolipidio (65%), enquanto que, para o Zn, o melhor
biossurfactante foi o soforolipidio (60%).

Sem et al. (2009) avaliaram o efeito da remocdo de Cd e Pb pela acdo do
biossurfactante produzido por Bacillus circulans em meios contendo concentrac@es variando
de 100 a 1000 mg kg™ destes metais e confirmaram que o biossurfactante foi capaz de
remover 0s metais com eficiéncia de até 100% quando em concentracdo de 100 mg kg™ e a
5XCMC. Mesmo na concentragéo de 1000 mg kg™, a eficiéncia de remog&o chegou a até 86
e 87% para os metais Cd e Pb, respectivamente.

O método de aplicagdo de solugdo contendo o biossurfactante ramnolipidio ja foi
estudado por Wang e Mulligan (2009) em residuo de mineracéo. Estes autores verificaram
gue para a mobilizacdo do Cu, foi necessario um fluxo de 70 volumes de poro para
estabilizar a lixiviagdo do metal, alcancando uma remocédo de 74 mg kg™*. Para o Pb e Zn,

com o mesmo fluxo, uma quantidade bem superior foi retirada do solo, 2.379 mg kg™ e 259
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mg kg™, respectivamente. As maiores concentracdes dos metais Cu, Pb e Zn foram obtidas
nos extratos resultantes apés 18 volumes de poros (14, 441 e 54 mg L™ respectivamente).
Ja em experimento conduzido em solo arenoso (MULLIGAN; WANG, 2006), as taxas de
remocao de Cd e Ni chegaram a 73,2 e 68,1%, respectivamente, apés volume de descarga

de 20 volumes de poros.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Origem dos solos

Para a avaliacdo do potencial de remediacdo do biossurfactante produzido a partir da
manipueira foram utilizadas 8 amostras de solo contaminadas por metais pesados. Na
Tabela 15 estdo apresentadas as caracteristicas destes solos, bem como os teores dos

metais Cu, Pb e Zn, metais estes de interesse no presente estudo.

Tabela 15 Propriedades quimicas e fisicas das amostras de solo utilizadas nos
experimentos de lavagem do solo.

Solo Areia  Silte  Argila l_‘l)zg cTc! MO? Cu Zn Pb
----------- [ — cmol. dm™ gdm® —-------mg kg -
Solo A - Argiloso
Solo A—-Cu 4,90 36,10 69,00 3,87 13,69 33,51 1834,78 - -
Solo A—2Zn 4,90 36,10 69,00 4,36 13,69 33,51 - 1558,44 -
Solo A-Pb 4,90 36,10 69,00 4,45 13,69 33,51 - - 2621,14
SoloA-Cu+2Zn+Pb 4,90 36,10 69,00 3,91 13,69 33,51 1495,66 985,47 1531,61
Solo B - Arenoso
SoloB - Cu 86,60 4,00 9,40 4,00 6,68 10,72 673,80 - -
Solo B-2n 86,60 4,00 9,40 4,56 6,68 10,72 - 795,86 -
Solo B - Pb 86,60 4,00 9,40 4,17 6,68 10,72 - - 1732,22
SoloB-Cu+Zn+Pb 86,60 4,00 9,40 4,00 6,68 10,72 603,97 437,79 1410,56

' CTC - capacidade de troca catiénica; MO — matéria organica

O solo A tem como origem rochas basalticas e foi coletado no municipio de
Francisco Beltrdo (PR). O solo B foi coletado no municipio de S&o Pedro do Parana (PR),
nas proximidades do municipio de Paranavai, regido esta que tem como formacao geolégica
0 Arenito Caiud (Figura 31). Estes solos foram escolhidos justamente em fun¢édo das suas
origens distintas, 0 que confere a eles caracteristicas quimicas, fisicas e mineraldgicas
diferentes. Uma caracteristica visivelmente distinta é com relacdo a andlise textural, uma
vez que o solo A é argiloso e o solo B é arenoso.

Apbs a coleta destas duas amostras de solos, estas foram entdo divididas em
parcelas para passarem pelo processo de contaminagdo artificial. As amostras foram
contaminadas isoladamente com somente um metal, e também com os trés metais juntos
(Cu+Zn+Pb). A este tipo de contaminacdo, denominou-se sistema monometélico ou néo-
competitivo (SNC) e sistema competitivo (SC), respectivamente. A metodologia de
contaminacgdo esté descrita neste mesmo trabalho, no capitulo 1. Com isso, resultaram-se
em 8 amostras de solos contaminadas com diferentes concentracdes de cada metal e que

foram utilizadas nos experimentos do presente capitulo.



115

22

. S:io Pedro do Parand

L i PontoB

24

Latitude

s

26k . iFrancisco Beltrio

97 Il | i I i i
-55 -54 -53 -52 -51 -50 -49 -48

Longitude

Figura 31 Localizac&o de origem dos solos utiizados neste trabalho.

3.4.2 Origem do biossurfactante

O biossurfactante utilizado neste estudo de remediagdo de solos foi produzido a
partir de isolados de Bacillus subtilis LB5a pertencentes a colecdo de culturas de micro-
organismos do Laboratério de Bioaromas da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). O substrato utilizado para a producgéo foi o residuo liquido da industria de
farinha de mandioca, a manipueira. Esta manipueira foi previamente tratada (aquecida a
100° C, resfriada e centrifugada) para entdo ocorrer o processo em um biorreator piloto (Pilot
New Brunswick 8000 MP 80), conforme condicbes experimentais detalhadas em Barros
(2007). Esta etapa foi realizada no laboratério de Bioaromas da UNICAMP.

Como resultado, obteve-se o biossurfactante na forma de pd, o qual foi utilizado nos
experimentos de lavagem do solo. Este biossurfactante foi caracterizado previamente e
classificado como do tipo surfactina, pertencente ao grupo dos lipopeptideos. A
concentracdo de surfactina no biossurfactante € de 28%. Sua concentragdo micelar critica

(CMC) também foi determinada, sendo de 12 mg L™.

3.4.3 Experimentos de lavagem do solo

Foram realizados experimentos com o objetivo de se avaliar o procedimento de
remediacdo por lavagem do solo “ex situ”, no qual € necessario retirar o solo de local
contaminado para posterior descontaminacdo. Esta metodologia recebe o nome de “sail
washing”. Foram adotados diferentes planejamentos experimentais, sendo os detalhes de

cada um deles explicado nos respectivos itens.
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A eficiéncia de remocao do metal foi determinada pela divisédo do contetdo de metal
no sobrenadante pelo conteudo inicial de metal no solo multiplicado por 100% (MULLIGAN;
WANG, 2006) (Equacéo 10).

ER (%) = (mg de metal no efluente + mg inicial no solo) x 100 Eq. 10

3.4.3.1 Planejamento experimental n° |

No planejamento experimental n° |, dois gramas de solo foram lavados com 20 mL da
solucdo contendo o biossurfactante nas concentracdes e pH ajustados previamente,
conforme o delineamento experimental apresentado na Tabela 16. Como experimento
controle, foi adicionado somente agua ultra pura. As amostras foram colocadas em tubos de
plastico com capacidade de 50 mL (tipo Falcon) e dispostas em mesa horizontal, onde foram
agitadas por um periodo de 24 h a 200 rpm, a temperatura ambiente. ApGs esse periodo, 0s
tubos foram centrifugados e a fase liquida foi filtrada para posteriormente ser digerida pelo
método de digestao acida com HNO; e HCI (1:3 — agua régia) durante 2 horas a 150 °C (5
mL do sobrenadante + 3 mL de HCI + 1 mL de HNO3). A seguir foi entdo realizada a
determinagdo da concentracdo dos metais nos extratos por leitura em espectrometria de
absorcao atbmica (AAS) (adaptado de TORRES et al., 2012).

Com o objetivo de se determinar os valores 6timos de pH e concentragdo da solu¢éo
de biossurfactante (variaveis independentes) para remocao dos metais pesados do solo, foi
utilizada a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), método estatistico que permite a
variagdo das variaveis independentes ao mesmo tempo (SEN; SWAMINATHAN, 2004).

Foi aplicado um delineamento composto central rotacional (DCCR), tipo estrela (a =
45°, que compreende um fatorial (2% com os niveis (-1 e +1), os pontos axiais (-1,414 e
+1,414) e mais trés repeticdes no ponto central (0), totalizando 11 ensaios experimentais. O
ponto central fornece uma média para estimar o erro experimental e a falta de ajuste, os
pontos axiais estimam a curvatura do modelo (BARROS NETO et al., 2007).

Os niveis das variaveis independentes utilizadas, em ordem crescente (-1, 0, +1),
foram 4, 5 e 6 para o pH e 12, 24 e 36 mg L™ para concentracdo da solucdo de
biossurfactante (Tabela 16), que correspondem a CMC, 2xCMC e 3xCMC, respectivamente.
Como variaveis resposta (dependentes) foram avaliadas as eficiéncias de remocado (%) dos
metais Cu, Zn e Pb.

Este mesmo delineamento foi utilizado tanto para as amostras de solo argiloso (Solo
A), quanto de solo arenoso (Solo B) em sistema competitivo (SC) e ndo-competitivo (SNC),
0 que totalizou 8 tratamentos.

Os valores das variaveis independentes estudadas estdo mostrados na Tabela 16 e
a matriz do delineamento é apresentada na Tabela 17.
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Tabela 16 Valores das variaveis independentes avaliadas nos experimentos de lavagem do
solo contaminado artificialmente — Planejamento experimental n° |.

Variaveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentracao do biossurfactante (mg L™) 7,03 12 24 36 40,97
pH da solucdo 3,59 4 5 6 6,41

Tabela 17 Matriz do planejamento fatorial (2)> com os fatores (codificados e reais), utilizado

no estudo de remediacdo dos solos contaminados artificialmente — Planejamento
experimental n° 1.
Variaveis | Niveis codificados Niveis reais
Concentracéao
X1 X2 Biossurfactante pH
Ensaios (mg LY
1 -1 -1 12 4
2 +1 -1 36 4
3 -1 +1 12 6
4 +1 +1 36 6
5 0 0 24 5
6 0 0 24 5
7 0 0 24 5
8 -a 0 7,03 5
9 +a 0 40,97 5
10 0 -a 24 3,59
11 0 +a 24 6,41

O software STATISTICA, versdo 8.0 (Statsoft™, USA), foi utilizado para a
determinagéo dos efeitos das variaveis independentes, analises de regresséo, analise de
variancia (ANOVA) e a obtencado dos gréficos de superficies de resposta e de contorno, ao
nivel de 5% de significancia. A significAncia dos modelos foi testada pela analise de
variancia (ANOVA), usando-se o teste de distribuicao F.

Tendo em vista que todos os tratamentos foram realizados em triplicata, n&o
limitando-se apenas ao ponto central, os resultados de eficiéncia de remocgédo (%) dos
metais também foram analisados pelo Teste de Tukey com significAncia ao nivel de 5% (p <
0,05), utilizando-se o Software SISVAR versao 5.3.

3.4.3.2 Planejamento experimental n° |

Em virtude dos resultados obtidos do planejamento experimental n° I, o planejamento
experimental n° Il foi realizado visando avaliar o efeito de concentragfes mais elevadas do
biossurfactante na remocdo dos metais e retirando-se a variagdo do pH. No estudo
desenvolvido por Chen et al. (2011), que avaliaram diferentes variaveis na remocao de Hg
utilizando surfactina, foi a concentracdo do surfactante a varidvel que apresentou maior
influéncia nos resultados.

Para alcancar este objetivo, os tratamentos foram realizados com o pH das solucbes
em faixa constante (pH = 6,5). Neste experimento foi avaliado somente a dessor¢do no solo
argiloso (Solo A), contaminado simultaneamente com os metais Cu, Zn e Pb (Solo A — SC).

Pesou-se 0,5 g do solo em tubos de centrifuga com capacidade de 50 mL, que receberam
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15 mL da solugdo de biossurfactante (relagdo 1:30) nas seguintes concentragbes (em
triplicata): 0, 100, 500 e 1000 mg L. Os tubos foram ent&o agitados mecanicamente (200
rpm) por periodo de 24 horas e centrifugados (5000 rpm, 10 minutos). O sobrenadante foi
recolhido e feita a leitura de pH dos extratos imediatamente ap6s a centrifugacdo. A
concentracdo dos metais Pb, Cu e Zn no sobrenadante apds a etapa de lavagem foi
determinada apoOs passar por digestdo acida pelo método da agua régia, ja descrito

anteriormente. Os extratos entdo foram analisados por AAS (Figura 32).

0,5gdesolo+15  Agitagdo Centrifugagéo
mL solugaode 200 rpm/ 24h 5000 rpm/ 10 min
biossurfactante

> Armazenamento Digestéo Leitura no
’ » dosobrenadante —® comagua- ——® AAS

régia

Figura 32 Esquema representativo das etapas realizadas no teste de lavagem do solo —
Planejamento experimental n° Il.

Apds o término do ensaio, o0 solo foi seco em estufa (60 °C) e guardado para
posteriormente ser analisado por espectroscopia na regido do infravermelho médio com
transformada de Fourier (FTIR).

Nestes experimentos de lavagem/dessorcdo, realizou-se ANOVA em delineamento
inteiramente casualizado, sendo as médias de eficiéncia de remocdo dos metais
comparadas pelo Teste de Tukey (5% de significancia) entre os tratamentos. Esta analise foi
realizada com o software SISVAR versao 5.3. Além disso, também foi realizada analise de
regressao para avaliar o comportamento de remo¢do dos metais em consequéncia das

diferentes doses de biossurfactante, por meio do software STATISTICA 8.0.

3.4.3.3 Planejamento experimental n° llI

O terceiro planejamento foi aplicado em todos os tipos de solos ja inicialmente
testados no Planejamento n° |, porém com a inclusdo de duas novas amostras (totalizando
10 tipos de solos). Estas amostras correspondem ao solo argiloso contaminado com Pb e
solo arenoso contaminado com Cu, ambos com valores de pH proximos a 6,5. Este aumento
do pH ocorreu devido a adicdo de CaCO3; como forma de calagem, que apds periodo de
incubacdo foi capaz de aumentar o pH. Os demais solos também receberam calagem,
porém a capacidade tampdo destes solos ndo permitiu o aumento de pH na mesma
proporgéo que os outros dois.

O objetivo deste planejamento foi testar novas faixas de concentracdo (doses de 0,

60, 80, 120, 160 e 200 mg L), que fossem intermediarias entre os Planejamentos | e II, e
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também avaliar o efeito do aumento do pH do solo na eficiéncia de remog&o dos metais pelo
biossurfactante. Desta forma, estes ensaios poderiam mostrar se era o pH acido dos solos
que néo estava permitindo a acéo do biossurfactante como agente de remocao dos metais.
Nestes experimentos, a eficiéncia de remogdo dos metais também foi analisada
estatisticamente por ANOVA, sendo as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5% de
significancia) entre os tratamentos. Além disso, também foi realizada analise de regresséo
linear para avaliar o comportamento de remocgdo dos metais em consequéncia das
diferentes doses de biossurfactante, pois, de acordo com Santos et al. (1998), nos casos em
gque os fatores sdo de natureza quantitativa com mais de dois niveis, 0 emprego da andlise
de regressado € a alternativa apropriada e que, em termos gerais, consiste em ajustar uma

funcao entre a resposta e os fatores em estudo.

3.4.3.4 Planejamento experimental n° IV

Estes experimentos seguiram exatamente a mesma metodologia de lavagem dos
experimentos | e Ill. Foram realizados somente com as amostras de solo argiloso e arenoso
contaminados unicamente com Cu (SNC). As concentracdes de biossurfactante foram 0, 24,
48 e 96 mg L™ a pH préximo a 6,3. O principal objetivo foi, além de avaliar a remogéo do
metal, avaliar também a possibilidade de adsor¢do do biossurfactante ao solo por meio da
andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) nos extratos que tiveram contato
com o solo. A metodologia desta analise esta descrita a seguir.

3.4.4 Caracterizacdo do biossurfactante por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O biossurfactante obtido pelo bioprocesso foi identificado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, utilizando um cromatégrafo liquido da marca SHIMADZU, modelo LC 20
AT. Utilizou-se uma coluna Kromasil C18. As condicBes cromatograficas utilizadas foram:
fluxo de 0,6 mL min' e fase movel acetonitrila (80%) com &cido trifluoroacético
(3,8 mmol L) (20%). A injecéo foi de 20 pL. Estas condicdes basearam-se no trabalho de
Slivinski et al. (2012).

Primeiramente, injetou-se a amostra padrdo de surfactina Sigma-Aldrich e em
seguida foram injetados os extratos das solu¢c@es de biossurfactante que foram utilizadas no
experimento de lavagem do solo (antes e ap6s contato com o solo). Todas as analises

foram feitas em triplicatas.

3.4.5 Espectroscopia de infravermelho em solos lavados com biossurfactante

As amostras de solo que passaram pelo processo de lavagem do Planejamento
Experimental n° Il foram analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho médio
com transformada de Fourier (FTIR) em equipamento Shimadzu IR Prestige 21 com detector

DTGS, pertencente a Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Estas amostras
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foram preparadas buscando-se mostrar se o biossurfactante estava ficando preso ao solo. O
biossurfactante também foi caracterizado para possibilitar a comparacao entre os espectros.
Tanto as amostras de solo quanto de biossurfactante foram preparadas pesando-se de 2 a 5
mg do material seco em estufa e entéo diluidas em 100 mg de KBr para posterior analise

pela técnica de transmisséo.

3.4.6 Ensaio de lixiviagdo em colunas de solo

O deslocamento dos metais Cu, Pb e Zn foi caracterizado por ensaios em colunas de
solo que representa 0 método de lavagem do solo pelo método “soil flushing”. Para esta
etapa foi utilizado o solo argiloso contaminado com os trés metais, em sistema competitivo.
Os tratamentos foram a aplicacéo de (i) solucéo de biossurfactante a 500 mg L™ (42xCMC)
e (ii) agua ultra pura (controle).

As colunas utilizadas foram de PVC com diametro interno de 4,7 cm e 5,5 cm de
comprimento. O empacotamento do solo na coluna foi realizado pela adicdo de por¢cdes de
solo, que foram compactadas com igual for¢a, para obter colunas uniformes e também para
a expulséo do ar, dificultando a formagéo de caminhos preferenciais. Na extremidade inferior
foram colocados tela e tecido fino para evitar perda de material. As colunas foram
previamente saturadas com CaCl, 0,01 mol L e entdo fixadas, na vertical, em suporte
universal com bragadeiras metélicas e o sistema de alimentacdo foi interligado a
extremidade superior da coluna, possibilitando o inicio do movimento vertical descendente.
A coleta do material percolado foi realizada a cada 25 mL (Figura 33). Na coluna de solo em
que passou somente agua foram recolhidas 13 fracbes (total de 325 mL), e na coluna de
biossurfactante somente 7 fragdes (total de 175 mL), devido ao selamento que ocorreu
superficialmente.

Os lixiviados também foram digeridos em bloco digestor com solugéo acida de HNO;
e HCI (4gua régia), conforme metodologia ja explicada anteriormente, e a leitura dos metais
foi realizada em AAS.

A partir dos valores de concentracdo dos metais nos lixiviados, foram construidas as
curvas de eluicdo dos metais em fun¢éo do tipo de tratamento aplicado ao solo.

Realizou-se 0 teste estatistico de comparacdo de retas ao nivel de 5% de
significAncia com os valores referentes a massa do metal acumulado (mg) ao longo do
volume lixiviado. Realizou-se também o teste de correlagdo de Pearson para verificar a

relacéo entre a concentracéo de cada metal (mg L™) e os valores de pH.
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Figura 33 Esquema para a coleta de solucéo que atravessa a coluna de solo.

3.4.7 Fracionamento de metais nos diferentes constituintes do solo

O objetivo de realizar os estudos de extracdo sequencial é avaliar as formas
quimicas de metais pesados no solo (HONG et al., 2002) e, assim, determinar a presenca
dos metais nas fragBes soluvel, trocavel, carbonatos, 6xidos, organica e residual. Este
procedimento foi adotado para os solos argilosos e arenosos contaminados com os metais
Cu, Zn e Pb, em sistema competitivo e ndo-competitivo, além dos solos que receberam
carbonato de calcio. Escolheram-se também algumas amostras, aleatoriamente, que
passaram pelo processo de dessorcdo por meio da lavagem com biossurfactante. Esta
etapa justifica-se, pois poucos estudos tém correlacionado os resultados das extracbes
sequénciais com os resultados da lavagem do solo, sendo considerado um estudo
importante (MULLIGAN et al., 2001).

O método de extragdo aplicado baseou-se na metodologia descrita por Tessier et al.
(1979). As extracdes foram realizadas em triplicatas, em tubo de centrifuga de polietileno de
50 mL. Os extratos, ap6s cada etapa de extracdo, foram estocados em frascos de
polietileno, para evitar a adsor¢cdo dos metais as paredes dos frascos, como alertado por
Kim e Hill (1993).

Os resultados foram apresentados em funcdo da concentracdo dos metais em cada
fracdo e também a contribuicdo percentual de cada fragdo em relacdo ao contetdo total. Os
detalhes metodologicos estdo descritos a seguir e podem também ser visualizados por

fluxograma (Figura 34).

Fracdo soluvel: aliguotas de 1,0 g de TFSA foram colocadas em tubos de centrifuga com
capacidade de 50 mL. Em seguida, foram transferidos 8 mL de agua ultra pura em cada
tubo e procedeu-se agitacdo em agitador horizontal a 200 rpm por 1 hora. O material foi
entdo centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e o sobrenadante reservado em um frasco.

Fracdo trocavel: 8 mL de solucédo de MgCl, 1,0 mol L™ (pH 7) foi adicionado a cada tubo

contendo o residuo da etapa anterior e procedeu-se agitacdo em agitador horizontal a 200
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rom por 1 hora. O material foi entdo centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e o
sobrenadante reservado em um frasco. O residuo foi ressuspendido com 5 mL de &gua ultra
pura para lavagem do material, centrifugado novamente (10 minutos, 5000 rpm) e o
sobrenadante descartado.

Fracdo ligada aos carbonatos: 8 mL de solucédo de acetato de sédio 1,0 mol L™ (pH 5
ajustado com acido acético), foram adicionados ao tubo de centrifuga contendo o residuo
anterior, que foi ressuspendido, e procedeu-se a agitacdo em agitador horizontal a 200 rpm
por 6 horas. O material foi entdo centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e o sobrenadante
reservado em frasco. O residuo foi lavado com 5 mL de agua ultra pura para lavagem do
material, centrifugado novamente (10 minutos, 5000 rpm) e o sobrenadante descartado.
Fracdo ligada aos 6xidos de ferro e manganés: ao tubo de centrifuga contendo o residuo
anterior foram adicionados 20 mL de soluc&o de cloridrato de hidroxilamina 0,04 mol L™* em
25% (v/v) de acido acético. O material foi levado ao banho-maria a 96 + 3 °C por 6 horas,
com agitacdo ocasional. O material foi centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e 0
sobrenadante colocado em baldo volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com
agua ultra pura. O procedimento de lavagem também foi realizado, conforme descrito
anteriormente.

Fracdo ligada & matéria organica: 3 mL de solugdo de HNO; 0,02 mol L™ e 5 mL de H,0,
30% (pH 2) foram adicionados ao tubo de centrifuga contendo o residuo anterior, que foi
ressuspendido e levado a banho-maria a 85 + 2 °C por 2 horas, com agitagcéo ocasional. Em
seguida, adicionou-se mais uma aliquota de 2 mL de H,0, 30% (pH 2) e deixou-se por mais
3 horas no banho-maria. Ap6s esfriar, adicionou-se 5 mL de acetato de aménio 3,2 mol L*
em 20% (v/v) de HNO; e levou-se para agitacdo durante 30 minutos. O material foi entdo
centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, e o sobrenadante colocado em bal&do volumétrico
de 10 mL, sendo o volume completado com &gua ultra pura. Procedeu-se em seguida a
lavagem do material residual, conforme ja descrito e entdo o material foi seco em estufa
para seguir-se na etapa posterior.

Fracdo residual: 0,5 g do residuo seco foi pesado e colocado em tubo de vidro para
proceder-se a digestdo. Foram adicionados 3 mL de HCl e 1 mL de HNO; e levados para
bloco digestor por 2 horas, a 150 °C. Depois de frio, o contetdo foi filtrado e recolhido o seu

extrato em balédo volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com agua ultra pura.
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Figura 34 Esquema do método de extragcdo sequencial aplicado.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Planejamento Experimental n° |

Os dados de remocdo dos metais (%) foram analisados em relacdo aos efeitos
lineares (L), quadraticos (Q) e efeitos de interacdo (1 x 2) para todas as respostas através
da andlise de variancia dos resultados. Em todos os graficos de Pareto apresentados, 0s
indices L e Q entre parénteses sdo os efeitos Lineares e Quadraticos para 0s ensaios,
respectivamente. Este grafico apresenta de forma répida e clara os efeitos que séo
estatisticamente importantes, sendo eles os que tiverem o retangulo a direita da linha
diviséria (p=0,05), indicando que esses efeitos sdo significativos a um nivel de confianca de
95%.

Os resultados encontrados para a eficiéncia de remoc¢ao dos metais Cu, Zn e Pb no
sistema multimetalico (SC) e monometalico (SNC) do solo argiloso estdo apresentados nas
Tabela 18 e Tabela 20, respectivamente. Ja os resultados para o solo arenoso estdo nas
Tabela 22 e Tabela 24.

Tabela 18 Delineamento experimental com valores codificados e respostas quanto a
eficiéncia de remogéo dos metais Cu, Zn e Pb no solo argiloso, contaminado com os trés
metais (SC).

Fatores Variaveis resposta
Ensaios Concentracéo Remocéo Cu Remocédo Zn  Remocéo Pb
Biossurfactante pH
(mg L) (%) (%) (%)
1 -1 (12) -1(4) 28,23 a 55,01 a 16,88 a
2 +1 (36) -1(4) 18,61 a 45,05 a 15,09 a
3 -1(12) +1 (6) 25,66 a 61,07 a 16,49 a
4 +1 (36) +1 (6) 27,19 a 64,32 a 16,80 a
5 0 (24) 0(5) 27,75 a 63,05a 17,03 a
6 0 (24) 0(5) 26,10 a 60,39 a 17,09 a
7 0 (24) 0(5) 25,51a 57,96 a 16,15 a
8 -a (7,03) 0(5) 22,13 a 54,42 a 15,15a
9 +a (40,97) 0(5) 20,59 a 53,66 a 16,98 a
10 0 (24) -a (3,59) 25,51 a 64,13 a 15,87 a
11 0 (24) +a (6,41) 14,32 a 42,36 a 15,06 a
Controle/dgua - - 18,72 a 50,89 a 16,58 a

*Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A anadlise estatistica por comparacdo de médias (Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade) ndo mostrou diferenga entre os tratamentos com relagdo a eficiéncia de
remocdo dos metais Cu, Zn e Pb do solo A (SC) (Tabela 18). As maiores eficiéncias de
remocao observadas foram para o Zn, seguido do Cu e Pb. Esta sequéncia coincide com a
sequéncia crescente de eletronegatividade destes metais, que indica que os metais com
maior afinidade de ligacdo ao solo sdo aqueles de maior valor de eletronegatividade
(ALLEONI et al., 2009). Li et al. (2009) e Hong et al. (2002) obtiveram a mesma sequéncia.

Ao avaliar os gréficos de Pareto para este solo (Figura 35), observa-se interacéo

entre as duas variaveis independentes, concentracdo de biossurfactante e pH, sendo
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significativa e positiva apenas para a remocao de Cu. Isto indica que, se conservadas as
tendéncias individuais das varidveis em ordem de prioridade, o resultado é o aumento da
remocdo de Cu deste solo. Observou-se também que a varidvel pH apresentou efeito
qguadratico (Q) significativo e negativo, ou seja, a medida que este diminui, aumenta-se a
remocado de Cu. Em condi¢des de pH baixo, os metais pesados sao relativamente méveis no

solo, pois encontram-se na forma ibnica (SHIN et al., 2005).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: %remocéo Cu (a)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=1,341636
DV: %remocéo Cu

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: %remocéo Zn
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=6,475989
DV: %remog&o Zn

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: %remocéo Pb (C)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,2776307
DV: %remocao Pb
PH(Q) ) -2,28137
1lby2L 1,982041
Bioss(Q)
(1)Bioss(L,]
(@)pH(L)
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 35 Diagramas de Pareto para a variavel remocéo (%) de Cu (a), Zn (b) e Pb (c) do
solo argiloso, SC.
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Ao observar os valores de F calculado (F.;) e F tabelado (Fup), consegue-se
determinar se o modelo de regressao é significativo ou ndo. Caso o valor da relagédo Fgy /
Fun >1,0, entdo diz-se que o modelo € significativo. Isto significa que existe diferenca entre
escolher o nivel maior ou menor para estes fatores. Com relacdo a falta de ajuste, faz-se a
mesma analise. Neste caso, observa-se que o0 modelo de regressdo néo foi significativo e a
falta de ajuste foi significativa (Tabela 19). Sendo assim, ndo recomenda-se a utilizacéo
deste modelo pois os erros seriam grandes. De qualquer forma, o grafico de superficie de
resposta deste comportamento esta apresentado nos Apéndices (Figura 45).

Para os metais Pb e Zn, o diagrama de Pareto mostrou que as variaveis pH e
concentracao de biossurfactante, dentro da faixa aplicada, ndo tiveram efeito sobre a

remocao (%) neste tipo de solo.

Tabela 19 Anadlise de variancia para remocédo (%) dos metais no solo argiloso, sistema
competitivo (SC).

Fonte de MQ
o SQ GL (Quadrado  Feac Fup  FealFan %R
variacao 1
Médio)
Regressao 87,43 5 17,49 0,84 5,05 0,17 0,46
% Remocéo de Residuo 103,80 5 20,76 - - -
Cu Falta de ajuste 101,12 3 33,71 25,15 19,16 1,31
(Solo A - SC) Erro puro 2,68 2 1,34 - - -
Total 191,23 10 - - - -
Regressao 120,22 5 24,04 0,28 5,05 0,06 0,22
% Remogao de Zn Residuo 42587 5 85,17 - - -
alta de ajuste , , , ) )
(Solo A - SC) Falta de aj 41292 3 137,64 21,26 19,16 1,11
Erro puro 12,95 2 6,48 - - -
Total 546,09 10 - - - -
Regressao 2,72 5 0,54 0,68 5,05 0,13 0,40
x Residuo 4,01 5 0,80 - - -
o ) )
alta de ajuste , , , ) )
o '(?Se(;'l‘g‘iaf’sdg)% Falta de aj 345 3 1.15 411 1916 021
Erro puro 0,56 2 0,28 - - -
Total 6,72 10 - - - -

No caso do solo argiloso, porém em SNC, o teste de médias também mostrou que os
tratamentos nédo tiveram diferenca entre si (Tabela 20). Assim, conclui-se que o tratamento
controle (somente com A&gua) teve a mesma eficiéncia de remocdo que 0s demais
tratamentos. Neste caso, a remoc¢do foi muito semelhante para o Cu e Zn, sendo quase
inexistente para o Ph. Os gréficos de Pareto apresentados na Figura 36 confirmam a falta de
efeito das variaveis na eficiéncia de remoc¢éo. Ressalta-se que o grafico de Pareto referente
a remocao de Pb ndo estd apresentado, pois como em alguns tratamentos a remocao foi

nula, ndo é possivel a composicao deste grafico pelo software.
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Tabela 20 Delineamento experimental com valores codificados e respostas quanto a
eficiéncia de remocao de cada metal (Cu, Zn e Pb) no solo argiloso, em sistema nao-
competitivo (SNC).

Fatores Variaveis resposta
Ensaios Concentragao Remocé&o Cu Remocéo Zn Remocéao Pb
Biossurfactante pH
(mg LY (%) (%) (%)

1 -1 (12) -1 (4) 18,61 a 15,97 a 0,15 a
2 +1 (36) -1 (4) 16,49 a 11,95 a 1,98 a
3 -1(12) +1 (6) 16,34 a 15,49 a 0,00 a
4 +1 (36) +1 (6) 12,61 a 12,17 a 0,00 a
5 0 (24) 0 (5) 11,26 a 13,68 a 0,00 a
6 0 (24) 0(5) 15,51 a 8,95a 0,00 a
7 0 (24) 0 (5) 17,63 a 13,49 a 0,00 a
8 -a (7,03) 0 (5) 17,01 a 12,17 a 0,00 a
9 +a (40,97) 0 (5) 11,40 a 12,13 a 0,39 a
10 0(249) -a (3,59) 18,67 a 12,73 a 0,83 a
11 0 (24) +a (6,41) 16,77 a 13,19 a 1,23 a

Controle - - 13,08 a 12,89 a 0,46 a

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: %remocéo Cu (a)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=10,52662
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Figura 36 Diagramas de Pareto para a variavel remocéo (%) de Cu (a) e Zn (b) do solo
argiloso, SNC.
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Tabela 21 Andlise de variancia para remocédo (%) dos metais no solo argiloso, sistema nao-
competitivo (SNC).

Fonte de MQ 2
L~ SQ GL (QU adrado Fearc F a0 Fcal/Ftab %R
variacéo 0
Médio)
Regresséo 4962 5 9,92 2,15 5,05 0,43 0,68
% Remocdo de Residuo 23,10 5 4,62 - - -
Cu Falta de ajuste 2,05 3 0,68 0,06 19,16 0,00
(Solo A -SNC)  Erro puro 2105 2 10,53 - - -
Total 72,72 10 - - - -
Regressao 10,74 5 2,15 0,44 5,05 0,09 0,30
% Remocdo de Residuo 24,60 5 4,92 - - -
Zn Falta de ajuste 10,28 3 3,43 0,48 19,16 0,02
(Solo A -SNC)  Erro puro 14,32 2 7,16 - - -
Total 35,34 10 - - - -
Regresséao 3,28 5 0,66 2,90 5,05 0,57 0,74
% Remocdo de Residuo 1,13 5 0,23 - - -
Pb Falta de ajuste 1,13 3 0,38 * 19,16 *
(Solo A -SNC)  Erro puro 000 2 0,00 - - -
Total 441 10 - - - -

* N&o é possivel calcular devido ao erro puro ser zero.

A ANOVA mostrou diferenca entre os resultados dos tratamentos no solo arenoso,

tanto em sistema competitivo quanto ndo-competitivo (Tabela 22 e Tabela 24,

respectivamente). Ocorreram diferengcas apenas entre 0s extratores que utilizavam

biossurfactante, porém em todas as ocasides o0 tratamento controle (sem biossurfactante)

apresentou eficiéncia de remogéo igual a algum dos tratamentos que utilizou biossurfactante

como agente de remog¢do. Desta forma, ndo é possivel afirmar que, havendo presenca de

biossurfactante, havera obrigatoriamente aumento na remoc¢éao dos metais.

Tabela 22 Delineamento experimental com valores codificados e respostas quanto a
eficiéncia de remocéo dos metais Cu, Zn e Pb no solo arenoso, contaminado com 0s trés

metais (SC).
Fatores Variaveis resposta
Ensaios Concentragao Remocé&o Cu Remocdo Zn Remocéao Pb
Blos(il]gfﬁit)ante pH (%) (%) (%)

1 -1(12) -1(4) 20,41 b 42,30 b 11,26 ab
2 +1 (36) -1(4) 19,05 b 44,87 b 13,54 ab
3 -1 (12) +1 (6) 56,25 a 90,19 a 14,53 a
4 +1 (36) +1 (6) 18,01 b 43,45Db 10,79 b
5 0 (24) 0 (5) 14,01 b 37,67b 10,74 b
6 0 (24) 0(5) 12,61b 34,27b 12,06 ab
7 0 (24) 0 (5) 16,90 b 43,07 b 13,14 ab
8 -a (7,03) 0 (5) 23,50 b 52,79 ab 13,46 ab
9 +a (40,97) 0 (5) 24,80 b 54,98 ab 11,62 ab
10 0 (24) -a (3,59) 32,97 b 41,28 b 11,41 ab
11 0 (24) +a (6,41) 22,31b 31,92 b 10,94 ab

Controle - - 34,18 b 48,59 b 10,66 b

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Tabela 23 Analise de variancia para remocdo (%) dos metais no solo arenoso, sistema
competitivo (SC).

Fonte de MQ 2
variac;éo SQ GL (Qua,-drado I:calc F tab FcaI/Ftab %R
Médio)
Regresséo 930,19 5 186,04 1,70 5,05 0,34 0,63
% Remocado de Residuo 546,33 5 109,27 - - -
Cu Falta de ajuste 536,73 3 178,91 37,27 19,16 1,95
(SoloB -SC)  Erro puro 9,60 2 4,80 - - -
Total 1476,52 10 - - - -
Regresséao 1567,83 5 313,57 1,64 5,05 0,32 0,62
% Remocdo de Residuo 958,45 5 191,69 - - -
Zn Falta de ajuste 919,12 3 306,37 15,58 19,16 0,81
(Solo B -SC)  Erro puro 39,32 2 19,66 - - -
Total 2526,27 10 - - - -
Regresséao 13,10 5 2,62 3,19 5,05 0,63 0,76
% Remocao de Residuo 4,11 5 0,82 - - -
Pb Falta de ajuste 1,23 3 0,41 0,28 19,16 0,01
(SoloB -SC)  Erro puro 2,88 2 1,44 - - -
Total 17,21 10 - - - -

No solo arenoso é interessante observar que, assim como no solo argiloso, o metal
que teve maior remocao foi o Zn, seguido do Cu e Pb. Isto ocorreu tanto em condicbes
competitivas quanto ndo-competitivas. Para a situacdo de solo arenoso, nos quais 0s trés
metais estdo presentes (SC), observa-se que o tratamento que melhor removeu 0s metais
foi quando o surfactante estava em concentracdo 12 mg L™ e em pH 6. Este tratamento foi o
melhor para os trés metais (Tabela 22). A remoc¢éo chegou a 90,19%, 56,25% e 14,53%
para o Zn, Cu e Pb, respectivamente. Esta remogdo foi muito maior que os demais
tratamentos. Além da ja discutida questdo de eletronegatividade, cabe ressaltar que alguns
estudos também mostram que as maiores eficiéncias de remoc¢édo dos metais por acdo dos
extratores de lavagem, podendo incluir os surfactantes, sdo nos meios com menores teores
do metal (MOUSSAVI; JAVIDNEJAD, 2007; CHEN et al.,, 2011). Neste caso, quando
comparam-se 0s teores totais dos metais (Tabela 15), verifica-se que coincide com tal
condicéo.

Na Figura 37 estdo apresentados os gréaficos de Pareto obtidos para o solo arenoso,
em SC. A andlise de variancia mostrou que para a remocao do Cu, houve efeito significativo
negativo da interacdo entre as variaveis, efeito positivo do pH (Q) e efeitos lineares e
guadraticos da concentragdo do biossurfactante. Para a remocdo de Zn, também houve
efeito negativo da interacdo entre as duas variaveis e efeito positivo do biossurfactante (Q).
J& para a remocédo de Pb, nenhuma das variaveis apresentou efeito neste tipo de solo sob
condicdes competitivas. Na Tabela 23 sdo apresentados os resultados da andlise de
variancia deste solo e estes mostram que, embora tenha havido efeito das variaveis, o
modelo de regressao gerado nao é significativo. Os graficos de superficie de resposta estao
apresentados nos Apéndices (Figura 46).
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: %remog&o Zn (a)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=19,6616

DV: %remocéo Zn
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Figura 37 Diagramas de Pareto para a variavel remocéo (%) de Cu (a), Zn (b) e Pb (c) do
solo arenoso, SC.

Os gréficos de Pareto obtidos para o solo arenoso, SNC, estdo na Figura 38 e a
analise de variancia na Tabela 25. Esta analise mostrou que embora tenha havido efeito de

algumas variaveis sobre as remoc¢des dos metais, nenhum modelo de regressédo foi
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considerado significativo. Os graficos de superficie de resposta estdo apresentados nos

Apéndices (Figura 46).

BN

Tabela 24 Delineamento experimental com valores codificados e respostas quanto a
eficiéncia de remogéo dos metais Cu, Zn e Pb no solo arenoso, em sistema n&o-competitivo
(SNC).

Fatores Variaveis resposta
Ensaios Concentragao Remocé&o Cu Remocéo Zn Remocéo Pb
Biossurfactante pH
(mg L) (%) (%) (%)
1 -1 (12) -1 (4) 58,71 a 70,80 abc 10,30 a
2 +1 (36) -1 (4) 58,74 a 49,13 ¢ 7,81 ab
3 -1 (12) +1 (6) 54,93 ab 9292 a 7,42 ab
4 +1 (36) +1 (6) 47,52 ab 53,71 bc 6,67 ab
5 0 (24) 0 (5) 37,74 b 67,47 abc 7,09 ab
6 0(24) 0 (5) 42,31 ab 64,70 abc 7,32 ab
7 0 (24) 0(5) 42,87 ab 80,22 ab 6,27 ab
8 -a (7,03) 0 (5) 48,56 ab 83,18 ab 501b
9 +a (40,97) 0(5) 38,16 b 5251c 593b
10 0 (24) -a (3,59) 44,97 ab 93,23 a 7,24 ab
11 0 (24) +a (6,41) 42,72 ab 64,96 abc 472b
Controle 41,03 ab 67,77 abc 7,14 ab

*Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 25 Analise de variancia para remoc¢éao (%) dos metais no solo arenoso, sistema néo-
competitivo (SNC).

MQ 0
elintsy SQ 6L (Quadrado  Fee Fup FealFar oo
Médio)
Regresséao 269,58 5 53,92 0,91 5,05 0,18 0,48
% Remocdo de Residuo 296,42 5 59,28 - - -
Cu Falta de ajuste 280,57 3 93,52 11,80 19,16 0,62
(Solo B - SNC) Erro puro 15,85 2 7,93 - - -
Total 566,01 10 - - - -
Regressao 1585,92 5 317,18 1,92 5,05 0,38 0,66
% Remocado de Residuo 824,06 5 164,81 - - -
Zn Falta de ajuste 686,90 3 228,97 3,34 19,16 0,17
(Solo B - SNC)  Erro puro 137,17 2 68,59 - - -
Total 2409,99 10 - - - -
Regresséao 8,68 5 1,74 0,62 5,05 0,12 0,38
% Remocado de Residuo 14,02 5 2,80 - - -
Pb Falta de ajuste 13,40 3 4,47 14,41 19,16 0,75
(Solo B - SNC)  Erro puro 0,62 2 0,31 - - -

Total 22,69 10 - - . -
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: %remogéo Cu (a)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=7,926753
DV: %remocéo Cu
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Figura 38 Diagramas de Pareto para a varidvel remocéo (%) de Cu (a), Zn (b) e Pb (c) do
solo arenoso, SNC.

Do planejamento experimental n° |, concluiu-se que as variaveis pH e concentracéo
da solucéo de biossurfactante, nos intervalos de condiges aplicadas e nos solos avaliados,
ndo apresentaram efeito sobre a remocdo dos metais. De modo geral, os resultados de
eficiéncia de remocao obtidos quando da aplicagdo de &gua pura como solucdo extratora

ndo foram muito diferentes daqueles nos quais foi utilizada solucdo contendo o
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biossurfactante em diferentes concentragdes e valores de pH. De acordo com Silva (2012),
a mudanca no pH pode ter afetado as moléculas deste surfactante, principalmente por este
conter grupos carboxilados. Neste caso, a mudanga no pH pode ter convertido o surfactante
em uma molécula neutra, capaz de adsorver somente por ligacao de hidrogénio ou forgas de
dispersao.

Outros dados interessantes que foram coletados e acabaram por colaborar na
analise da eficiéncia de remocé&o foram os valores de pH medidos apds o periodo de contato
entre as solucdes extratoras (contendo o biossurfactante ou ndo) e os solos. Esta situacao
estd elucidada na Tabela 26, na qual sdo apresentados os valores de pH dos extratos apés
contato com o solo e posterior centrifugacdo. Mesmo as solu¢des de biossurfactante tendo
sido inicialmente ajustadas para valores de pH acima dos valores de pH dos solos, os
extratos ficaram com pH proximos aos valores de pH do solo correspondente. Estes valores
indicam que os solos, tanto o argiloso quanto o arenoso, apresentaram capacidade tampéao
quando da aplicacdo das solugbes de biossurfactante em diferentes concentracbes e
valores de pH.

Esta capacidade tampao encontra-se ligada aos constituintes do solo. Os pontos de
troca dos coldides organicos e minerais funcionam como receptores e fornecedores de H,
mantendo o pH do solo sem grandes alteracdes (LUCHESE, 2002). Segundo Luchese
(2002), quanto maior a capacidade de troca, maior a capacidade de tamponamento de um
solo. Este poder tampdo dos solos estudados pode ter sido o responsavel pela nao-
observacdo de efeito do pH da solugdo de surfactina sobre a remogdo dos metais. Esta
situacdo ocorreu tanto para o sistema competitivo (SC) quanto para o nao-competitivo
(SNC).

Tabela 26 Valores de pH nos extratos antes e ap6s contato com o solos argiloso e arenoso.

Solo A Solo B
SNC SC SNC SC
Tratamento
[bioss]* o Cu Zn Pb Cu+Zn+Pb Cu Zn Pb Cu+Zn+Pb
pH |n|C|al pHsoIo=319 pH50I0=414 pH50I0=415 pHsuluzsvg pHso|o=4yo pH50I0=416 pH50I0=412 pHsulu=4vO
solugéo .
pH apés contato com solo
[bioss] =12 3,9 4,27 4,98 4,63 4,06 4,41 4,90 4,51 4,33
[bioss] = 36 3,9 4,29 4,94 4,63 4,06 4,38 4,90 4,54 4,32
[bioss] =12 6,0 4,31 5,01 4,77 4,07 4,46 4,91 4,67 4,39
[bioss] = 36 6,0 4,29 5,01 4,75 4,07 4,43 5,12 4,66 4,37
[bioss] =24 4,5 4,27 4,99 4,67 4,07 4,51 5,07 4,55 4,36
[bioss] =7 5,0 4,27 4,98 4,72 4,03 4,42 4,98 4,58 4,40
[bioss] =40 5,0 4,30 4,99 4,74 4,08 4,46 5,12 4,55 4,48
[bioss] =24 3,6 4,27 4,95 4,64 4,09 4,34 4,80 4,47 4,27
[bioss] =24 6,4 4,30 4,94 4,69 4,04 4,42 5,06 4,67 4,44
[bioss] =0 6,1 4,30 5,02 4,64 4,01 4,35 5,02 4,58 4,42
(Controle)

" Concentrag&o do biossurfactante em mg L™
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Com relacdo a ndo-observacdo do efeito da concentracdo do biossurfactante na
remocdo dos metais, dois fatores podem ainda ser considerados, sendo um deles a
possibilidade de precipitacao do surfactante quando em contato com o solo &cido e o outro a
adsorc¢éao do surfactante ao solo.

Barros et al. (2008), que produziram o biossurfactante pela mesma cepa e condi¢des
experimentais utilizadas neste trabalho, analisaram algumas propriedades e estabilidade
deste material. Quando avaliaram as propriedades deste em solugédo a pH variando de 2 a
13, verificaram que a tensdo superficial aumentou quando o pH foi reduzido de 6 para 4.
Atribuiram tal fato a possibilidade de precipitacéo do biossurfactante. Resultado semelhante
foi encontrado por outros autores. Vaz et al. (2012) produziram biossurfactante a partir de
cultura de Bacillus subtilis EG1 e, fazendo testes de estabilidade do produto obtido,
constataram que este precipitava-se abaixo de pH 5,0. Os autores, por meio de analises em
HPLC, compararam o biossurfactante obtido com padrdes de surfactina e concluiram que o
produto obtido era do tipo surfactina, porém com menor pureza que o padrdo. Felix (2012),
trabalhando com biossurfactante (surfactina) produzido a partir de suco de caju também
verificou que a melhor atividade do biossurfactante produzido era entre pH 6 e 8. Abaixo ou
acima destes valores, a atividade emulsificante diminuiu drasticamente, bem como houve
aumento da tensédo superficial. Antunes (2007) observou que baixos valores de pH alteram
as forcas eletrostaticas envolvidas na formagéo das emulsdes, o que acaba por promover a
floculacdo seguida da sedimentacdo destes flocos, levando a instabilidade. Chen et al.
(2011) avaliaram diferentes valores de pH (6, 7, 8 e 9) na remocdo de Hg com o uso de
surfactina e observaram que os melhores rendimentos foram nos valores de pH mais
elevados. Estes autores também consideram a possibilidade de ocorréncia de precipitacdo
da surfactina quando em condicdes acidas.

Lima (2008), que produziu diversos biossurfactantes a partir de diferentes cepas de
micro-organismos, avaliou a estabilidade destes biossurfactantes frente a variacdo de pH e
na maioria dos casos observou que a atividade tensoativa dos biossurfactantes foi mantida
na faixa de pH de 5 a 9. Tendo em vista que a maioria dos valores de pH das solucdes
variaram entre 4 e 5 (Tabela 26), pode ter ocorrido 0 aumento da tensdo superficial e entdo
0 mecanismo proposto por Mulligan et al. (1999a) pode nao ter sido completado. Estes
autores sugerem que a remocao dos metais do solo pela surfactina ocorre apds sua sorgéo
a superficie do solo, seguida pela solubilizacdo do metal causada pela redugcédo da tenséo
superficial e atracdo eletrostética e, finalmente, incorporacdo do metal nas micelas do
biossurfactante. Com isso, a etapa de solubilizacdo do metal ndo ocorreu, ficando o metal e
o surfactante presos ao solo.

Asci et al. (2008) aplicaram solucao de ramnolipidio em feldspato sédico e testaram
diferentes valores de pH (5,0 a 7,6) da solugdo de biossurfactante 25 mM. Obtiveram

resultados semelhantes de remocado de Zn entre pH 5,0 e 6,8, sendo a melhor eficiéncia na



135

remocao (83,87%) em pH igual a 6,8. Acima deste pH ocorreu queda na remogéo do metal,
chegando a valores préximos de 50%. Os autores colocam que este fato pode ser explicado
também pela possibilidade de precipitagdo do metal nesta faixa de pH.

Hernandez-Soriano et al. (2011) observaram que, em um solo béasico (pH = 7,6), as
maiores ocorréncias de precipitacdo ou adsorgdo ocorerram quando o surfactante estava
presente em menores doses, sendo que mais de 80% do surfactante adicionado
inicialmente ficou adsorvido e/ou precipitado. Estes mesmos autores observaram que a
presenca de calcio pode proporcionar a precipitacdo dos surfactantes quando estes estédo
em baixas concentracdes. Além disso, também avaliaram sete tipos de solos e concluiram
que a adsorcado do surfactante, quando em altas concentracdes (aproximadamente 10
CMC), ocorreu mais fortemente nos solos com maiores teores de matéria organica, o que
indica uma interacdo entre a cauda hidrofébica do surfactante com a matéria organica do
solo.

Além disso, Amirianshoja et al. (2013), por meio de analises da tensdo superficial,
mostraram que quando a solucdo de surfactante entra em contato com alguma superficie
adsorvente, sdo necessarias quantidades maiores de surfactante para que seja alcangada a
mesma CMC, se comparado ao surfactante em meio livre. Para o surfactante aniénico Triton
X-100, a quantidade de surfactante para atingir a CMC era de 0,025 m/v quando sozinho em
solugdo e quando passou a estar presente com quartzo e montmorilonita, mudou para 0,5
m/v. Este novo valor de CMC que compensa a adsor¢do do surfactante € chamado de CMC
efetiva e varia de acordo com a natureza do adsorvente e do surfactante, bem como com a
relag@o adsorvente/surfactante (GRZADKA, 2012).

Na presenca de adsorventes solidos pode ocorrer a adsor¢do dos mondmeros de
surfactante, quando a concentracdo deste no meio aquoso € abaixo da CMC. Entretanto, a
medida que a concentracdo do surfactante aumenta, comecam a se formar agregados na
superficie solida. Estes agregados superficiais tém propriedades fisicas semelhantes as
micelas que estdo em solucdo (LEVITZ et al., 1984) e podem comecar a formar admicelas
ou hemimicelas. Estas diferem pelo nimero de camadas de mondmeros agregados, sendo
a primeira formada somente por uma camada e a segunda por duas camadas de
mondmeros de surfactante (MUHEREI et al., 2009). De acordo com Harwell et al. (1985),
ocorre um equilibrio termodindmico com os mondmeros que estdo em solugéo e entdo, ha
competicdo entre as micelas em solucéo e os agregados de superficie, pelos monémeros de
surfactante que séo adicionados no sistema.

Em virtude disto, ha a possibilidade que neste primeiro planejamento o
biossurfactante tenha sido todo adsorvido, explicando por que ndo houve acéo efetiva na
remocdo dos metais do solo. Nas concentragBes de biossurfactante utilizadas, embora

algumas estivessem acima da CMC do biossurfactante puro (12 mg L™), quando entrou em
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contato com o solo, esta concentracdo ndo foi suficiente para formar as micelas e o

surfactante ficou preso ao solo por meio de adsorg¢éo dos seus monomeros.

3.5.2 Planejamento experimental n° |

O segundo planejamento experimental foi realizado visando avaliar a acdo do
biossurfactante em uma faixa mais ampla de concentracdo e eliminar a variacdo do pH
(mantido em 6,5). Este planejamento foi aplicado somente no solo argiloso contaminado
com os trés metais ao mesmo tempo (SC). Os resultados foram analisados por andlise de

variancia (ANOVA) e regressao linear, sendo os resultados apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 Teste de médias da eficiéncia de remogdo dos metais no solo argiloso
contaminado com Zn, Cu e Pb (SC) e coeficientes de determinacdo da regresséo linear.

Dose de biossurfactante Remocdo de Cu Remocdo deZn Remocdo de Pb
mg L™ %

0,0 74,40 aA 80,38 aA 44,50 aB
100,0 35,90 bB 65,03 bA 5,31 bC
500,0 27,83 ¢cB 61,84 bA 3,94 bC
1000,0 19,54 dB 55,96 cA 4,53 bC
Coeficiente de determinacéo linear (RY) 0,6187 (ns) 0,701 (ns) 0,358 (ns)

Obs.: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mintscula na coluna e maitscula na linha, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(ns) néo significativo a 5% pelo teste F; * Significativo a 5% pelo Teste F.

Cabe ressaltar que os valores de remocao (%) ndo podem ser comparados aos
demais Planejamentos (I e Ill), pois as condi¢gbes experimentais foram diferentes,
especialmente a relacéo solo:solucao (0,5:15 neste caso e nos demais 1:10), o que faz com
que a remocdao tenha sido maior neste planejamento. Outros autores também colocam que
esta relagdo solo:solugdo é uma das variaveis que interfere no processo (FRANZETTI et al.,
20009).

Observa-se pelo Teste de Tukey que houve diferenca na remocao dos metais entre a
lavagem com agua e os demais tratamentos que utilizaram biossurfactante (Tabela 27),
sendo que esta condi¢cdo ocorreu para os trés metais. Os resultados mostraram que a
medida que a concentracdo do biossurfactante aumentou, houve menor remocgdo dos
metais. Este comportamento mostrou-se inicialmente contrario ao que se esperava, porém
apOs ampla revisdo de literatura encontraram-se varios autores que também observaram
este comportamento (HONG et al, 2002; ASCI et al., 2007; ASCI et al., 2008;
HERNANDEZ-SORIANO et al., 2011; CHEN et al., 2011).

O experimento controle, no qual foi aplicado somente &gua destilada durante o
processo de lavagem, apresentou maior capacidade de remocdo dos metais do que as
solugdes que continham biossurfactantes em diferentes concentragbes. Os metais que
estavam na fracao sollvel do solo e que, portanto, poderiam ser removidos apenas com a
adicdo de agua (SHUMANN, 1985; TESSIER et al., 1979), ndo foram removidos totalmente

gquando entraram em contato com o surfactante. De acordo com Costa (2011), a adicao de
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moléculas de surfactante pode possibilitar a insolubilizacdo de algumas substancias,
previamente dissolvidas em solugcdo aquosa. Este fenbmeno ocorre, por exemplo, através
da interacdo de metais pesados com surfactantes aniénicos em concentracées pré ou pos-
micelares (VALENTE et al., 2008; PEREIRA et al., 2009), em que a densidade de carga
positiva dos ions metalicos é neutralizada pelas cabecas anibnicas dos surfactantes.

Asci et al. (2008) também verificaram tal comportamento quando aplicaram
biossurfactante do tipo ramnolipidio a feldspato sédico (mineral componente do solo). Acima
da concentracdo 25 mmol L™ (equivalente a 250xCMC) ocorreu diminuicdo da remocao de
Zn. De acordo com Asci et al. (2007), altas concentracdes de biossurfactante podem resultar
em selamento dos poros do solo pela dispersao de materiais finos, ou pela formacao de
emulsdes viscosas. Hong et al. (2002) avaliaram a eficiéncia de remocao dos metais Cd, Cu,
Zn e Pb pela saponina em concentracfes que variaram de 0,1% a 10% e observaram que a
melhor eficiéncia ocorreu na concentragcao 3%.

Chen et al. (2011), que verificaram a eficiéncia de remoc¢éo de Hg por trés tipos de
surfactantes, encontraram resultados mostrando que para a surfactina, quando em
concentracdo acima de 10xCMC, havia queda na eficiéncia de remog¢do do metal. O outro
surfactante anidnico, SDS, ja mostrou que acima de 5XxCMC havia esta queda de eficiéncia,
enquanto o surfactante Tween-80 (n&o-ibnico) precisou de maiores concentracdes para ter a
mesma eficiéncia, ndo apresentando queda até a concentracao estudada (30XxCMC). Os
autores colocam que os surfactantes anidnicos tiveram melhor eficiéncia jA& em baixas
concentracdes devido a interacdo eletrostatica entre as cargas negativas dos grupos
funcionais dos surfactantes (carboxilato na surfactina e sulfato no SDS) e os ions de
mercario (Hg?"), formando um complexo na forma de micela. Os autores também referem-se
ao fato de que com o aumento da concentragédo de surfactante em concentragdes multiplas
da CMC, formam-se vesiculas que ultrapassam em numero as micelas e com isso a
estrutura e agregacao também mudam, o que pode alterar o mecanismo de remocao.

Além disso, também foram comparados os resultados encontrados entre os trés
metais e em todas as concentracdes de biossurfactante, a sequéncia decrescente de
remocao foi: Zn > Cu > Pb. Hong et al. (2002) também obtiveram a mesma sequéncia
quando avaliaram a remocédo destes metais de trés diferentes tipos de solos do Japéo, por
acao do biossurfactante saponina.

Os solos que passaram por estes tratamentos foram analisados também por FTIR
com o objetivo de comprovar se existia a possibilidade do biossurfactante ter ficado preso ao
solo e entdo nédo ocorrer a dessor¢cdo dos metais do solo, formando inclusive um complexo
entre o metal:biossurfactante:solo.

Os espectros de infravermelho obtidos para os solos estdo apresentados na Figura
39. A regi&io de 3.750-3.400 cm™ ¢ caracteristica de estiramento e deformacdes de ligacdes

O-H e Si-O, ou seja, caracterizada pela presenga de impurezas minerais (RUSSEL, 1987,
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citado por BERTONCINI, 2002). A presenga do grupamento —CH,— € sempre acompanhada
de picos caracteristicos da deformacé@o axial de C-H alifatico na regido de absorgcéo de
1450-1460 cm™ (DIAS et al., 2009).

Ao observar-se o espectro, é possivel perceber que o solo que ndo recebeu o
biossurfactante (linha vermelha — Figura 39) apresenta algumas diferencas em relacédo aos
demais que receberam o surfactante em diferentes concentra¢cées. Consegue-se perceber
que a medida que a concentracdo da solucdo de lavagem € maior, comeca a melhorar a
identificacdo de algumas bandas, especialmente na regido entre 2900-3000 cm™. Esta
regido, juntamente com a préxima a 1400-1600, séo tipicas da surfactina. Na regidao préxima
a 2300-2400 cm™ também é possivel perceber similariedade entre o espectro do

biossurfactante e dos solos que receberam a solucéo de biossurfactante.

Biossurfactante

{ Bolo lavado
et CEEhhh com égua

Abs | Solo

(%) pos 100 maiL
|MW '[_/\r_/—_\/‘wJ
|

i

- S | Solo
pEn— . 4| pGs500malL
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pds 1000 mail

Figura 39 Espectros de infravermelho do biossurfactante puro e das amostras de solo
obtidas apos os procedimentos de lavagem com biossurfactante ou agua.

Desta forma, os espectros de FTIR permitiram indicios reais de que o surfactante

estava ficando adsorvido ao solo, porém a técnica ndo permite afirmar se este esti
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adsorvido ao solo e aos metais, ou se estd precipitado. Os surfactantes podem ser
imobilizados no solo por processos de adsor¢cdo e/ou precipitacdo (RODRIGUEZ-CRUZ et
al., 2005; HERNANDEZ-SORIANO et al., 2011). A extens&o destes processos depende das
propriedades do solo, tais como conteddos de matéria organica e carbonato e também do
tipo de surfactante (RODRIGUEZ-CRUZ et al., 2005).

Véarias pesquisas estdo sendo desenvolvidas visando avaliar o comportamento
adsortivo de diferentes tipos de surfactantes em substratos com capacidade de adsorcao,
sendo o carvao ativado um dos mais estudados (ZOR, 2004; AHN et al., 2009; SCHOUTEN
et al., 2009; SILVA, 2012). H4& algumas pesquisas que tem avaliado a adsorcado de
surfactantes a elementos puros, tais como alumina, caulinita, silica, ilita, montmorilonita
(HUANG et al., 1996; SOMASUNDARAN; HUANG, 2000; AMIRIANSHOJA et al., 2013),
porém a pesquisa em solos ainda € incipiente, o que limita a comparacao entre resultados.

Haigh (1996) e Jensen (1999) afirmam que pouco se sabe sobre os modos de
interagdo de surfactantes e componentes de solo, porém alegam que quase todas as
funcdes naturais do solo podem ser alteradas por tensoativos, ndo descartando efeitos
negativos dos surfactantes sintéticos. Segundo Ou (2000), a adi¢cdo de surfactantes em um
sistema solo/agua faz com que parte das moléculas (mondmeros) sejam adsorvidas pelas
particulas do solo e o restante forme uma monocamada na interface ar/agua. No estudo de
Amirianshoja et al. (2013), a adsorc¢éo do surfactante ndo iénico Triton X-100 a uma mistura
de minerais de argila foi atribuida as ligagdes de hidrogénio e também ligag6es hidrofébicas.

Ou et al. (1996) avaliaram a adsorcdo do surfactante anibnico LAS (alquilbenzeno
sulfonato linear) em diferentes tipos de solos e atribuiram o fenébmeno de adsorcao,
principalmente, as interacbes de superficie (como ligacdes eletrostaticas, troca de anions,
adsorcdo por troca de ligantes, etc) e ligac6es de hidrogénio. As ligacdes de hidrogénio
podem ocorrer entre os grupos sulfonados da molécula de LAS com grupos polares (como
grupos hidroxilas e fenol) da matéria organica do solo ou com grupos —OH das superficies
dos minerais ou o6xidos. As interacBes especificas de superficie incluem ligactes
eletrostaticas dos grupos sulfonados do surfactante carregados negativamente, com pontos
carregados positivamente na superficie do solo (como —NH3" da matéria organica ou 6xidos).
Pelos resultados encontrados, os autores também afirmaram que, em solos com baixo
contetdo de matéria organica (<1%), nao ocorre o fendbmeno de intera¢ao hidrofébica. Hong
et al. (2002) observaram adsorcdo da saponina em trés diferentes tipos de solos e
concluiram que a medida que o pH da solugdo diminuia, aumentava o fendmeno de
adsor¢cdo ao solo. Os autores atribuiram tal comportamento ao aumento da atracdo
eletrostatica entre a saponina e a superficie do solo.

Ou et al. (1996) afirmam que a capacidade de adsorcdo dos solos depende
principalmente do conteudo de argila, ndo observando efeito significativo da matéria
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organica. Ja Urano et al. (1984) observaram correlacdo entre o teor de matéria organica de
sedimentos e a adsorgdo de surfactante.

Rao e He (2006) avaliaram a adsorcéo conjunta de dois tipos de surfactantes (SDS e
A1,Eq) e observaram que, apds a adsor¢do maxima do surfactante no solo, ocorre um
decréscimo desta adsorgdo. Os autores indicam a possibilidade de ocorréncia de dissolucéo
mineral e posterior precipitagdo. Os resultados também mostraram que o surfactante do tipo
nao-idnico (A;.Eg) teve maior capacidade de adsor¢cdo quando comparado ao SDS.

Rodriguez-Cruz et al. (2005) avaliaram a adsorcdo de SDS em diferentes tipos de
solos e encontraram correlacdo positiva entre os solos que continham mais caulinita em sua
constituicdo e a adsorcao deste surfactante anibnico. J4 a relacdo foi inversa quando
comparado aos solos que continham mais ilita e/ou montmorilonita. Os autores justificaram
este comportamento devido a predominancia de adsorcao do anion por atracdo eletrostatica
ou troca de ligantes. Importante ressaltar que a caulinita € um mineral que contém ions que
nao estdo totalmente coordenadas nas bordas, da mesma forma como a superficie de
oxidos. Estas arestas podem adsorver H* e/ou OH" para formar a superficie hidroxilada, que,
por sua vez, desenvolvem uma carga elétrica dependente do pH. De acordo com isto, a
superficie da caulinita pode ser positiva ou negativa, dependendo do pH em que se encontra
(PCZ da caulinita = 7,3). Além disso, os autores também observaram forte influéncia do
conteldo de matéria organica na adsorcado deste surfactante, atribuindo a interacdo
hidrofébica.

De acordo com Silva (2012), existem diferentes mecanismos pelos quais as
moléculas de um surfactante podem adsorver sobre o substrato sélido a partir de solucdes
aquosas. Em geral, a adsorcdo é governada por diferentes tipos de forcas, como ligagbes
covalentes, atracdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio ou interacdes nao polares entre as
espécies adsorvidas, bem como interacdes laterais associativas, solvatacdo e desolvatacéo
(ZHANG; SOMASUNDARAN, 2006; AMIRIANSHOJA et al.,, 2013). Segundo Liu et al.
(1992), comumente a adsor¢cdo envolve ions (simples) e ndo as micelas. Dentre os
diferentes mecanismos, Paria e Khilar (2004) citam alguns: troca ibnica, pareamento de ions
(emparelhamento de ions), ligacao hidrofébica, adsorcdo por polarizacdo de elétrons 1 e
adsorcao por forcas de disperséo.

Desta forma, séo vérios os fatores que afetam a adsor¢cdo dos surfactantes. De
acordo com Attwood e Florence (1983) e Silva (2012), pode-se citar o comprimento da
cadeia carbonica do surfactante, a adicao de eletrdlito, o pH, a temperatura e a natureza do
substrato solido (adsorvente). Além disso, a adsor¢do total é usualmente resultado da
combinacdo de algumas das forgcas citadas ou de todas (ZHANG; SOMASUNDARAN,
2006).

No caso deste trabalho, atribui-se principalmente ao pH e ao tipo de substrato (solo)
a ocorréncia do fenémeno de adsor¢édo do surfactante ao solo. Segundo Silva (2012), uma
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mudanca no pH da fase aquosa pode afetar o processo de adsor¢gao em fungédo do seu
efeito na carga da superficie do adsorvente ou no grau de ionizagdo do surfactante. A
medida que o pH da fase aquosa diminui, a superficie sélida se torna mais positiva em
funcdo da adsorcao de sitios carregados de prétons da solu¢cdo, com consequente aumento
na adsorcdo de surfactantes anidnicos. De acordo com Attwood e Florence (1983), esses
efeitos sdo fortemente marcados em o6xidos minerais como silica, alumina e poliamidas.
Esta mudanca de pH pode afetar principalmente aqueles que contém grupos carboxilados
ou grupos aménios ndo quartendrios. Neste caso, uma mudanca de pH pode converter um
surfactante contendo um grupo ibnico, capaz de uma adsorcdo significativa em sitios de
cargas opostas, em uma molécula neutra, capaz de adsorver somente por ligacdo de
hidrogénio ou forcas de dispersdo. Zhang e Somasundaran (2006) salientam que a
adsorcdo por ligacbes de hidrogénio s6 pode ocorrer quando a ligacdo entre o grupo
funcional do surfactante e a superficie mineral € mais forte que a ligagdo formada entre o
mineral e as moléculas interfaciais de agua.

No presente estudo, apds o contato do solo com a solugdo de biossurfactante,
observou-se que os valores de pH da solugéo ficaram abaixo dos valores iniciais. A esta
situacdo atribui-se o poder tampéo do solo, que foi capaz de alterar o pH da solucéo inicial
para valores proximos aos valores de pH do solo. Com isso, pode ter ocorrido o fenémeno
descrito acima.

Nao se pode deixar de salientar que o tipo de substrato € muito importante para a
avaliacao dos resultados, porém de dificil previsdo por tratar-se de uma matriz complexa
formada por inumeros grupos funcionais. Desta forma, reforga-se a idéia de que cada solo
possui comportamento distinto em fungcéo de sua composicéo fisica, quimica e mineralégica.

A composigéo do solo influencia sobremaneira a adsor¢éo de surfactantes. Em solos
com ilita e caulinita, assume-se que a ilita interage mais fortemente com os mondémeros de
surfactante por meio de ligacdes de hidrogénio. Isto ocorre devido as cargas nao
balanceadas resultantes das substituicbes isomérficas nas laminas octaédricas e
tetraédricas (MURRAY, 2007). No caso de solos com montmorilonita, o estudo de
Amirianshoja et al. (2013) indica que este mineral adsorve mais o surfactante do que a ilita e
caulinita. Tais resultados séo atribuidos a presenca de maior nimero de substituicbes
isomorficas neste mineral.

Devido a escassez de trabalhos que comparam a adsorgéo de surfactante ao solo,
principalmente com a presenca de metais, o trabalho de Silva (2012) é importante para
elucidar o comportamento de um surfactante anidnico na presenca de metal (Cromo) e um
adsorvente (carvao ativado). Na pesquisa, o objetivo foi verificar o potencial de adsorcéo de
surfactante e metais a um carvdo ativado, simulando-se uma técnica de tratamento de

efluentes que contém estes dois tipos de substancias. Os resultados mostraram que o
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surfactante teve alta capacidade de adsorgéo pelo carvao (aprox. 99% de remogao). A este
resultado atribuiu-se a formacao de interacdo hidrofébica entre o adsorvente e o surfactante.

No presente estudo, no qual a adicdo de surfactante proporcionou menor remogao
dos metais do solo do que o experimento controle (somente agua ultra pura), além de ter
sido observado efeito das diferentes doses de biossurfactante, pode-se inferir que também
ocorreu a adsorcdo do surfactante por interacdes hidrofébicas ao solo. Este tipo de
adsorcdo ocorre quando o surfactante é adsorvido por sua porcdo hidrofobica (calda
constituida da cadeia carbbnica) e orienta a sua por¢do hidrofilica em direcdo ao meio
aquoso. Desta forma, como o biossurfactante utilizado neste trabalho trata-se de um
surfactante aniénico, tem-se como resultado desse tipo de adsorcdo um aumento de carga
negativa na superficie do adsorvente (SCHOUTEN et al.,, 2009). Com este aumento de
cargas negativas, os metais (Cu, Zn e Pb) que antes estavam na solucdo do solo, sdo
adsorvidos pelos sitios ionizaveis do surfactante, o que dificulta a remocéao dos metais (AHN
et al., 2009). Silva (2012) observou este fenbmeno quando analisou a adsor¢do de
surfactante aniénico (LAS) a carvéo ativado na presenga de cromo.

Os resultados encontrados nesta etapa podem sugerir que em solo argiloso
semelhante ao estudado, a adicdo de surfactante anidnico pode ser usada como uma
técnica de remediacdo de metais por estabilizacdo. Desta forma, ocorre a remediacdo “in
situ”, na qual hd aumento da fixacdo do elemento toxico que esta potencialmente moével ou
biodisponivel, pela adicdo de um estabilizante (surfactante) (FUNGARO et al., 2004).
Cabem estudos complementares e aprofundados a respeito desta possibilidade, ja que seria
necessario avaliar este efeito ao longo do tempo, uma vez que o biossurfactante tem como
caracteristica o potencial de biodegradacdo maior que o0s surfactantes sintéticos
(HERNANDEZ-SORIANO et al., 2011).

3.5.3 Planejamento experimental n° Il

As doses de biossurfactante utilizadas neste planejamento foram selecionadas com o
objetivo de se alcancar valores intermediarios entre os anteriormente testados, para verificar
se as concentracdes seriam adequadas para aumentar a eficiéncia de remocao. Os
experimentos de lavagem foram realizados nos 10 tipos de solos (solos do planejamento n° |
+ 2 solos que receberam calagem).

Esta escolha foi feita porque ha pesquisas que mostram que concentracdes de
biossurfactante muito elevadas podem diminuir a eficiéncia de remog¢&o dos metais (CHEN
et al., 2011) e outras que mostram que baixas concentracdes podem nao ser efetivas devido
ao fenbmeno de adsorcdo ao solo (ASCI et al., 2007; ASCI et al.,, 2008). Além disso,
Dahrazma e Mulligan (2007) observaram que a remogdo dos metais pesados do solo

aumentou linearmente com o0 aumento da concentracéo de ramnolipidio.
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Neste novo planejamento, entretanto, novamente o biossurfactante ndo apresentou
efeito no aumento da remocdo dos metais em relagdo a agua ultra pura (tratamento
controle). O Teste de Tukey mostrou pequenas diferencas estatisticas entre as doses, mas
ndo é possivel afirmar que houve realmente aumento ou diminuicdo da eficiéncia de

remocao dos metais (Tabela 28 e Tabela 29).

Tabela 28 Teste de médias e coeficiente de determinagéo linear da eficiéncia de remogéo
dos metais no solo argiloso contaminado com Zn, Cu e Pb em sistema competitivo (SC) e
nao-competitivo (SNC).

Dose de biossurfactante Remocédo de Cu Remocdo deZn Remocdao de Pb
mg L™ %

Solo A-SC
0,0 25,68 a 16,36 ab 10,44 a
60,0 24,87 ab 16,44 a 10,64 a
80,0 24,44 bc 16,27 ab 8,72 ab
120,0 23,91 bc 16,29 ab 7,58b
160,0 22,59d 16,14 b 6,95 b
200,0 23,53 cd 16,27 ab 9,39 ab
Coeficiente de determinacéo linear (R%) 0,805* 0,428 (ns) 0,343 (ns)

Solo A - SNC
0,0 18,30 a 9,15a 0,16 b
60,0 17,83 a 9,41 a 0,08 b
80,0 17,47 a 9,17 a 0,00b
120,0 16,58 a 9,16 a 0,24 b
160,0 16,51 a 9,28 a 5,84 a
200,0 17,56 a 8,95a 0,00b
Coeficiente de determinacéo linear (RY) 0,406 (ns) 0,183 (ns) 0,139 (ns)

Obs.: Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
(ns) néo significativo a 5% pelo teste F; * Significativo a 5% pelo Teste F.

Ao se fazer uma comparacdo geral entre os valores das remocbes dos metais,
observa-se que a remog¢ao é sempre maior no solo arenoso, quando comparado ao argiloso.
Hong et al. (2002) também obtiveram as melhores eficiéncias de remog¢éo no solo arenoso,
gquando compararam com outros dois solos argilosos.

Outra observacéao interessante € que ao se fazer a comparagao entre os resultados
de remocédo dos metais, em SC e SNC, observa-se que a remocdo dos metais foi sempre
maior quando em SC. Pierangeli et al. (2007), quando realizaram testes de dessorcdo de
metais em solos contaminados, também observaram situagdo semelhante.

No solo argiloso, SC, o metal que apresentou maior remocéo foi o Cu, seguido do Zn
e do Pb (Tabela 28). Esta diferenca de sequéncia em relacdo ao Planejamento n° | pode ser
resultado da redistribuicdo dos metais nas diferentes fracdes do solo com o tempo, visto que
os solos utilizados neste trabalho foram contaminados artificialmente e sabe-se que pode
haver readsor¢cbes com a passar dos dias (FREITAS et al., 2009; MELO et al., 2006).

No caso do solo arenoso, tanto em SC quanto SNC (Tabela 29), chegou-se a mesma
conclusao, ou seja, o biossurfactante nao foi capaz de melhorar a eficiéncia de remocéao dos

metais.
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Tabela 29 Teste de médias e coeficiente de determinacéo linear da eficiéncia de remocao
dos metais no solo arenoso contaminado com Zn, Cu e Pb em sistema competitivo (SC) e
nao-competitivo (SNC).

Dose de biossurfactante Remocao de Remocdo de Zn Remocdao de Pb
Cu
mg L™ %
Solo B - SC

0,0 52,54 a 33,32 a 18,80 a
60,0 37,30 b 31,13 a 14,47 ab
80,0 39,93 b 32,75a 12,78 b
120,0 41,50 ab 32,87 a 13,23 ab
160,0 44,83 ab 33,27 a 11,77 b
200,0 39,14 b 32,23 a 11,12 b
Coeficiente de determinacéo linear (RY) 0,234 (n.s.) 0,00 (n.s.) 0,831*

Solo B - SNC
0,0 42,88 a 18,30 a 7,10 a
60,0 3891 a 17,94 a 3,83a
80,0 34,88 a 17,71 a 1,75a
120,0 34,22 a 18,07 a 1,19 a
160,0 32,50 a 17,98 a 4,06 a
200,0 35,61 a 17,97 a 5,46 a
Coeficiente de determinacéo linear (R 0,628 (n.s.) 0,126 (n.s.) 0,041 (n.s.)

Obs.: Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
(n.s.) néo significativo a 5% pelo teste F; * Significativo a 5% pelo Teste F.

Chen et al. (2011) concluiram que a eficiéncia de remogéo de metais por meio do
uso de surfactantes € melhor em solugdo aquosa do que em solos, pois considera a
possibilidade de adsorcao destes ao solo, o que afeta a eficacia de remocao. Franzetti et al.
(2009) avaliaram a eficiéncia de remoc¢ao de metais por acdo do surfactante ramnolipidio
(2% m/v) em solo contaminado com Cu, Cd, Pb, Zn e Ni, porém os resultados indicaram que
0 experimento controle foi melhor para todos os elementos. Entretanto, cabe ressaltar que
0s autores ndo fizeram o experimento de lavagem apenas com agua, sendo que como
experimento controle foi considerado solucdo de citrato de potassio.

Nos solos que receberam calagem (Solo A com Pb e Solo B com Zn, SNC) (Tabela
30), observa-se que 0 aumento do pH para 6,5 alterou a eficiéncia de remo¢ao dos metais
destes solos. O pH é o principal fator que governa as reacdes de adsorcdo de metais por
coldides orgéanicos e inorganicos do solo (UREN, 1992). Com a elevac¢éo do pH, hd aumento
das cargas negativas, diminuindo a competicdo entre os metais e o ion hidrogénio pelo
mesmo sitio de troca, aumentando assim a adsorcdo deste metal (CHRISTENSEN, 1984;
JENNE, 1998).

No caso do solo argiloso, o aumento do pH impossibilitou a dessor¢cédo do Pb pela
acdo do solvente. Este comportamento pode ser resultado da precipitagdo deste metal na
faixa de pH 6,0-6,5 ou também devido a ocorréncia de adsor¢cdes mais fortes aos
constituintes do solo, o que impossibilitou a acdo da solu¢cdo de biossurfactante. J& com
relacdo ao Zn, a remocdo do solo arenoso ocorreu, mas em menor propor¢cao que neste

mesmo solo quando em pH original (Tabela 28).
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Tabela 30 Teste de médias da eficiéncia de remoc¢do nos solos que receberam calagem: Zn
no solo arenoso e Pb no solo argiloso, teste de Tukey.

. Solo B (SNC) Solo A (SNC)
Dose de biossurfactante Remocao de Zn Remocao de Pb
mg L™ %
0,0 13,80 a 0,00 a
60,0 10,36 b 0,00 a
80,0 10,48 b 0,00 a
120,0 13,34 a 0,00 a
160,0 13,01 a 0,00 a
200,0 13,46 a 0,00 a
Coeficiente de determinacéo linear (R?) 0,063 (n.s.) -

Obs.: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e mailscula
na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(n.s.) néo significativo a 5% pelo teste F; * Significativo a 5% pelo Teste F.

Na Figura 40 esta apresentado o resultado do fracionamento quimico obtido pela
extracdo sequencial, o que confirma a ocorréncia de mudanca das ligacdes metélicas aos

diferentes constituintes do solo.
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Figura 40 Fracionamento do Pb no solo argiloso e do Zn no solo arenoso antes e apés a
adicao de calagem Ca(COy),.

E possivel observar que o processo de adicdo de Ca(COs), ao solo argiloso
contaminado com Pb ocasionou mudanga na distribuicdo do metal nas fracbes do solo. A
mudanga mais perceptivel € com relagdo a fragéo trocavel. Esta originalmente correspondia
a cerca de 1.100 mg kg™ e apds o processo de calagem passou a menos de 25 mg kg™
(reducdo média de 98%). A aplicacdo de calagem e o consequente aumento do pH (de 3,9
para 6,4) fizeram com que o Pb se redistribuisse principalmente para as fracoes ligadas aos
carbonatos e Oxidos de Fe e Mn, sendo o aumento da concentracdo nestas fracbes de
92,7% e 67%, respectivamente. Melo et al. (2008) também observaram a redistribuicdo

semelhante do Pb quando aplicaram calagem em Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico.



146

Esta redistribuicdo ocorre em funcdo da estabilidade do Pb e formacédo de complexos de
esfera interna, quando em faixas de pH mais elevadas (McBRIDE, 1994).

O comportamento do Zn no solo arenoso que recebeu calagem foi semelhante ao
obtido para o Pb no solo argiloso. Houve intensa reducdo dos teores das fracbes mais
disponiveis (soluvel e trocavel, 56 e 42% respectivamente) com a elevacdo do pH (4,5 para
6,3). Pelo grafico obtido na Figura 40 €& possivel afirmar que a maior parte do Zn
anteriormente presente nas fracdes solUvel e trocavel passou para a fracdo ligada aos
carbonatos. Os resultados confirmam que a disponibilidade dos metais diminui quando ha
aumento de pH. Mellis (2006) avaliou a dessorcdo do Zn em solos com diferentes pHs e
encontrou, com o aumento do pH, uma tendéncia quadratica de diminuicdo dos valores de
Zn dessorvidos. Para ele, solos com pH acima de 5,5 j4 praticamente ndo dessorviam
metais pela aplicacdo do extrator Ca(NOs;), 0,01 mol L™,

De acordo Alloway (1990), o efeito da calagem sobre a disponibilidade dos metais
catibnicos se deve, principalmente, ao aumento da CTC do solo e a precipitagdo com
carbonatos. Bar-Yosef et al. (1980) atribui o decréscimo da dessorgdo devido a adsorgéo do
metal pelos constituintes da fase sélida. Segundo alguns autores, quando o pH do solo
aumenta, 0 Zn é mais adsorvido pelos 6xidos e hidroxidos de Fe, de Al e de Mn (STAHL;
JAMES, 1991). De acordo com Zhang et al. (1997), o aumento do pH do solo causa a
precipitagcdo dos cations metalicos sobre oxidos de Mn e de Fe cristalinos e amorfos,
decrescendo, por sua vez, a forma trocavel e ligada a matéria organica. Sims (1986), ao
trabalhar com solo arenoso com baixo teor de matéria organica verificou que, numa variagéo
de pH de 4,8 a 7,7, o Zn ligado aos oxidos de ferro amorfos aumentou de 4 para 26%,
enguanto o Zn trocavel diminuiu de 42 para 1%, respectivamente. De acordo com Moraghan
e Mascagni (1991), acima de pH 5,5, 0 Zn é adsorvido a hidroxidos de Al, de Fe e de Mn.
Em testes de adsorcdo, o aumento de uma unidade no valor de pH entre 5 e 7 causa
diminuicdo de 30 vezes na concentracdo de Zn em solos acidos. Porém, Malavolta (2006)
lembra que em alguns solos, a elevacdo do valor de pH pode incrementar a disponibilidade
de Zn devido a dissolucdo da matéria organica ou a formacédo de Zn(OH)". Além disso, a
precipitacdo de compostos especificos de Zn com o aumento do pH pode também explicar o
decréscimo na disponibilidade desse elemento em altos valores de pH, embora a natureza

de tais compostos ndo seja bem conhecida (LINDSAY, 1979).

3.5.4 Planejamento Experimental n° IV

Estes experimentos foram realizados tendo como principal objetivo avaliar a
adsorcéo do biossurfactante aos solos. Na Tabela 31 estdo apresentados os resultados de
remocao de Cu no solo argiloso (SNC) e no solo arenoso (SNC). Observa-se novamente,
em ambos os solos, que o biossurfactante néo apresentou melhora na eficiéncia de

remocao do Cu. No caso do solo arenoso inclusive ocorreu a tendéncia de menor remogao
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do metal quando o biossurfactante esteve nas concentracdes de 48 e 96 mg L. Esta
condicdo de perda de eficiéncia de remocdo quando usadas maiores concentracdes de
surfactante ja foi discutida anteriormente e corrobora com outros autores (HONG et al.,
2002; ASCl et al., 2007; ASCI et al., 2008; CHEN et al., 2011).

Tabela 31 Teste de médias e coeficiente de determinagéo linear da eficiéncia de remogéo
do Cu nos solos argiloso e arenoso contaminados (SNC).

Dose de biossurfactante Remocéo de Cu Remocéo de Cu
mg L™ % %

Solo A (argiloso) Solo B (arenoso)
0,0 20,38 a 45,08 ab
24,0 19,50 a 50,54 a
48,0 15,72 a 27,41 c
96,0 19,34 a 31,94 bc
Coeficiente de determinacéo linear (R 0,073 (*) 0,468 (*)

Obs.: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e maidscula na linha, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(n.s.) ndo significativo a 5% pelo teste F; * Significativo a 5% pelo Teste F.

A solucdo de biossurfactante utilizada para a lavagem dos solos foi analisada por
HPLC, sendo avaliada antes de entrar em contato com o solo e apds o periodo de contato e
posterior centrifugacdo. Os resultados confirmaram a suspeita inicial, ou seja, realmente o
biossurfactante foi adsorvido ao solo e, portanto, ndo foi capaz de atuar efetivamente na
remocao dos metais adsorvidos ao solo. Conforme colocado por Rufino et al. (2011), um
surfactante para ser efetivo na remocéo dos metais deve permanecer em sua maior parte na
solugcdo aquosa, embora saiba-se que parte pode ser adsorvido ao solo. Portanto, quando
da escolha pelo surfactante para remediacdo de areas contaminadas, deve-se levar em
conta a minima interacéo sortiva deste com o solo.

Os cromatogramas mostraram que nos extratos que passaram pelo processo de
lavagem ndo havia mais surfactina. A surfactina foi detectada somente nas solugdes iniciais,
ou seja, que nao tiveram contato com o solo.

A adsorcédo de surfactantes em rochas, solos, materiais adsorventes e minerais de
argila foi pesquisada para permitir a discusséo dos resultados encontrados nesta tese.

Baseado nesta ampla revisdo de literatura, pode-se afirmar que o biossurfactante
produzido a partir do residuo manipueira e classificado como surfactina foi adsorvido ao solo
durante os experimentos de lavagem e entdo ndo apresentou efeito na remoc¢éo dos metais
Cu, Zn e Pb dos solos estudados. Os resultados obtidos pelas analises em HPLC
confirmaram que o biossurfactante foi adsorvido.

Com isso, mesmo 0 mecanismo proposto por Ryan e Gschwend (1994), nao
mostrou-se efetivo para aumentar a remocdo dos metais quando comparado ao controle
(dgua pura). Estes autores propuseram que as hemimicelas dos surfactantes aniénicos que
ficam adsorvidas sobre a superficie do solo iriam proporcionar a liberacdo dos metais

contidos nos coloides do solo por meio de forgas fracas, tais como repulséo estérica.
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Liu et al. (2002) esclarece que a natureza do modelo de adsorcdo do surfactante
depende do tipo de surfactante, das caracteristicas morfologicas e mineralégicas das
rochas, dos tipos de eletrdlitos presentes na solugdo e da presenca de co-surfactantes e
alcoois. Desta forma, a adsor¢cdo dos surfactantes pode ser influenciada pelas cargas de
superficie das rochas e interfaces do fluido.

Levando em conta a falta de eficiéncia dos diversos tratamentos com aplicacdo do
biossurfactante, faz-se aqui algumas consideragbes e comparacdes com outros autores de
pesquisas semelhantes.

Alguns estudos tém mostrado que o surfactante isolado ndo tem apresentado
eficiéncia significativa na remocdo dos metais de solos. Como forma de melhorar a
eficiéncia, autores tém proposto a combinacdo com um ligante. Shin et al. (2000)
demonstraram que o surfactante ndo-ibnico Triton X-100, em combinacdo com um ligante
inorganico [iodeto (I") ou tiocianato (SCN)], propiciou a remoc¢ao de Cd, Cu e Zn de um solo
contaminado com metais pesados e PCB’s. Os autores propuseram que o ligante forma um
complexo com o ion metalico na solucdo de surfactante, reduzindo seu carater hidrofilico e
permitindo sua adsorcéo no interior da micela do surfactante. O mecanismo sugerido para o
aumento da eficiéncia de remoc¢éo de Cd pela presenca do I' na solugdo de lavagem € o da
formacdo de uma molécula resultante da complexacdo do metal alvo com o ligante, seguida
da sua solubilizacdo na micela de surfactante (UMEBAYASHI et al, 1997). Esse
comportamento pode levar a dessorcao simultinea de metais pesados e compostos
organicos hidrofobicos adsorvidos as particulas de solos e sedimentos (SHIN et al., 2000).

Lima (2008) avaliou a remoc¢éo de Cd por diferentes tipos de biossurfactantes de um
Latosolo Vermelho-amarelo contaminado concomitantemente com fenantreno e verificou
que a remocdo do Cd aumentou significativamente, para a maioria dos surfactantes
avaliados, com o numero de lavagens e com a concentracdo do ligante. Quando o
biossurfactante estava puro (em concentracdo equivalente a 2xCMC), a combinacdo de 5
lavagens foi responsavel pela eficiéncia acumulada de remocdo em torno de 70%, ja com o
ligante e também seguido de 5 lavagens consecutivas, a remocao chegou a 99,2%. Para
este mesmo elemento, a lavagem somente com agua foi responsavel pela remocéo de 15%
do total presente no solo. Cabe ressaltar, entretanto, que quando se observa o efeito do
ligante e das sucessivas lavagens, percebe-se que foi 0 aumento do nimero de lavagens o
principal responséavel pelos altos valores de remocdo. Quando se analisa a eficiéncia de
remocdo do Cd somente apds a primeira lavagem, os valores variaram entre 5,69 a 8,54%.
Estes mesmos autores também verificaram a eficiéncia de surfactante sintético Triton X-100
e concluiram que, sem a adicdo do ligante, este surfactante néo é efetivo na remocao de Cd
do solo. Este efeito também foi observado por Shin et al. (2005), que obtiveram remocéo de
apenas 10% do Cd presente no solo por Triton X-100 na auséncia do ligante I'.
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Maity et al. (2013) avaliaram os efeitos de diferentes concentragbes do
biossurfactante saponina (0,015 a 0,150 g L") em diferentes pH’s (5 a 8) na remocé&o de Mn,
Cr e Ni de solo arenoso contaminado ha mais de 10 anos por estes metais (pH do solo =
7,8). Embora os autores tenham observado que as maiores doses de biossurfactante
influenciaram na maior remoc&o dos metais (99, 73 e 25% para Ni, Cr e Mn a 0,150 g L™ do
biossurfactante e pH 5), os mesmos afirmam que a variagdo de pH foi 0 que proporcionou
maiores diferengas entre os resultados, sendo que as maiores remo¢des ocorreram no pH
mais acido (pH = 5). Os autores nao realizaram as analises de fracionamento que poderiam
indicar de qual fracdo do solo os metais estavam sendo removidos. Outra falha observada
em varios trabalhos, inclusive no trabalho de Maity et al. (2013), é a nédo realizacéo do teste
de lavagem somente com 4gua. Assim, a falta de comparacao dos resultados com o meio
livre de surfactante, indicam uma falha de metodologia na qual pde em duvida a eficiéncia
do surfactante testado. Além disso, os autores ndo apresentam as analises estatisticas de
comparacgao dos resultados, o que impossibilita afirmar que néo ocorreu diferenca entre os
resultados, estando inclusive na faixa de variagéo.

Li et al. (2009) também estudaram a eficiéncia de remoc¢éo da solu¢do de saponina
(7% em massa) e obtiveram remocdo de Pb, Cd, Zn e Cu na ordem de 6,74%, 42,38%,
13,07% e 8,75%, respectivamente. Segundo estes autores, a saponina pode remover 0s
metais sollveis em acido e os metais redutiveis, 0 que pode diminuir 0s riscos ao meio
ambiente. Neste trabalho os autores também nao apresentaram os dados de remoc¢édo dos
metais lavados apenas com agua.

Dados interessantes que fazem refletir sobre os mecanismos de remogéo dos metais
por acdo dos surfactantes sdo apresentados por Hernandez-Soriano et al. (2011) e Singh e
Turner (2009). Singh e Turner (2009) sugerem que a mobilizacdo do metal por surfactante
anibnico (SDS) em sedimentos de estudrio ocorreu por duas vias: complexacdo dos metais
com o surfactante e solubilizacdo da matéria organica do solo, liberando, assim, mais
metais. Hernandez-Soriano et al. (2011) estudaram diferentes tipos de surfactantes
anibnicos em 8 tipos de solos visando avaliar os mecanismos que ocasionavam o0 aumento
da solubilidade de metais pesados (Cu, Cd, Ni e Zn). Os resultados mostraram que o
aumento da solubilizacdo dos metais esteve mais relacionado a solubilizacdo da matéria
organica do que a complexacdo dos metais pelo surfactante. Entretanto, cabe ressaltar que
estes autores haviam proposto inicialmente 4 mecanismos que poderiam estar atuando
simultaneamente durante a remocdo dos metais, os quais sdo: (i) os surfactantes
complexam os metais, (ii) o surfactante solubiliza ou imobiliza a matéria organica do solo
gue esta complexada com o metal, (iii) outras propriedades da composicdo da solucdo
(como Ca e pH) que afetam a distribuicdo do metal poderiam ser afetadas pela adigdo do
surfactante, (iv) sorcdo do surfactante na fase sélida alteraria as caracteristicas desta fase

sélida (como cargas) e entdo afetaria a sor¢do do metal.
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Para o elemento Cu, os autores (HERNANDEZ-SORIANO et al., 2011) compararam

os resultados com o solo que foi lavado somente com agua e observaram que na dose
nominal correspondente a 10xCMC, os aumentos relativos foram de 8, 15 e 42% para o0s
surfactantes Biopower, SDS e Aerosol 22, respectivamente. E interessante observar que
estes autores também realizaram outro experimento no qual adicionaram surfactante ao solo
e deixaram em repouso durante 72 dias. Ap6s 14 dias do inicio do periodo de incubacéo,
fizeram analises dos metais extraiveis por CaCl, e observaram uma imperceptivel diferenca
entre o controle (sem surfactante) e os tratamentos com as diferentes doses de
biossurfactante. Foi significante a diminuicdo das concentracdes de surfactante. Estes
resultados indicaram que os surfactantes, quando deixados em repouso no solo, precipitam,
degradam e/ou adsorvem ao solo e ndo foram capazes de aumentar a remo¢ao dos metais.
Desta forma, os autores concluiram que os surfactantes anidnicos avaliados sé foram
capazes de remover os metais do solo quando em altas concentragfes e isso devido a
dissolugdo da matéria organica. Aliado a isto, considera¢gbes analogas foram apresentadas
também por Peters (1999) e Nascimento et al. (2006). Na comparacdo de um surfactante
contendo grupo carboxilico em sua estrutura com outro baseado em sulfonados, os
resultados mostraram que aquele com grupos carboxilicos mostrou-se mais efetivo na
complexacdo do metal. Outra questdo que deve ser levada em conta é que ja foi observado
gue acidos carboxilicos podem afetar a estrutura da matéria organica e ocasionar a
dispersdo dos agregados humicos (OADES, 1984) por formarem complexos com ions de
metais polivalentes, tais como Ca, Mg, Al e Fe.

No presente estudo, o biossurfactante pode ter tido pequeno efeito sobre a
dissolucdo da matéria organica, uma vez que as concentracdes sdo muito baixas. Nos
estudos realizados com outros surfactantes sintéticos, € comum a utilizacdo de
concentragdes maiores em funcdo da elevada CMC destes, tais como SDS. Cabe ressaltar
gque os valores de surfactante utilizados neste estudo basearam-se na capacidade deste
formar as micelas (CMC), porém os valores sdo muito diferentes entre os surfactantes

sintéticos e os biossurfactantes.

3.5.5 Experimentos de lixiviagdo

Experimentos em coluna de solo incluem mecanismos relevantes que ocorrem em
campo ndo encontrados em experimentos de batelada, tais como a biodegradacdo do
surfactante e a limitacdo das taxas de reacdo de adsorcédo e dessorcdo (VOEGELIN et al.,
2003; HAUSER et al., 2005).

Os resultados de concentragcdo dos metais nos lixiviados foram analisados por
Correlagdo de Pearson, o que mostrou que existe forte correlacdo entre as concentracoes
de Zn, Pb e Cu nos extratos lixiviados (Tabela 32), tanto para a coluna em que foi aplicado

agua, quanto na coluna em que foi aplicado o biossurfactante.
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O pH dos percolados foi medido regularmente e situou-se entre 4,8 e 5,4 para o
tratamento controle e entre 4,6 e 2,9 para a coluna em que foi aplicado biossurfactante

(Figura 41). Foram observados efeitos dos tratamentos sobre o pH.

Tabela 32 Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os teores de metais pesados e pH
nos lixiviados das colunas por onde passou biossurfactante e agua.

pH [Culmg L™ [Zn] mg L™ [Pb]mg L™

Coluna com biossurfactante

pH - - - -
[Culmg L™ 0,66 - - -
[Zn] mg L™ 0,34 0,85* - -
[Pb] mg L™ 0,62 0,99* 0,88* -
Coluna com agua
pH - - - -
[Culmg L™ -0,88* - - -
[Zn] mg L™ -0,92* 0,93* - -
[Pb] mg L™ -0,85* 0,98* 0,94* -

* significativo a 5% (p< 0,05)

Na Figura 41 verifica-se que ocorreu predominancia da capacidade tampéo do solo,
uma vez que os valores de pH dos lixiviados foram proximos aos valores de pH do solo e
ndo ao pH das solu¢Bes extratoras (pH 6,5). A capacidade tampdo encontra-se ligada aos
constituintes do solo, uma vez que os pontos de trocas dos coloides organicos e minerais
funcionam como receptores e fornecedores de H*, mantendo o pH do solo sem grandes
alteracbes (LUCHESE et al., 2002).
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Figura 41 Leituras de pH nos lixiviados da coluna lavada com biossurfactante e apenas com
agua (controle).

Pode-se também observar que a medida que o solo vai sendo lavado com agua,
ocorre um progressivo aumento do pH. Este fato indica a perda de bases, ficando o extrato
com pH proximo ao pH da solucdo de lavagem. Isso ndo ocorreu na coluna lavada com

biossurfactante, indicando que as lavagens nao foram suficientes para retirar as bases do
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solo. Segundo Juwarkar et al. (2007), o pH d& uma indicacao do grau de remocao de metal,
porque o mecanismo de reten¢éo/ mobilizagéo é fortemente dependente do pH.

Observou-se também que os extratos de lixiviado na coluna com biossurfactante
ficaram mais acidos que os extratos da coluna percolada apenas com &gua. Estes
resultados coincidem com os apresentados por Juwarkar et al. (2007), que realizaram
lixiviagdo com biossurfactante do tipo di-ramnolipidio.

Hernandez-Soriano et al. (2011) avaliaram o efeito da percolagdo de surfactante
anibnico (Aerosol 22) em colunas de solo com baixas concentracbes de metais pesados
(Cu, Cr, Ni e Zn). Com relagéo aos valores de pH dos percolados, ndo observaram diferenca
entre o0 tratamento controle e a coluna que passou surfactante. Os valores de pH ficaram
entre 7,5 e 8. Interessante observar que estes pHs ficaram préximos aos valores de pH do
solo (pH = 7,0). Os autores atribuiram o pequeno aumento no pH devido ao contato
prolongado do efluente com a atmosfera. Estes autores verificaram que ocorreu precipitagdo
e/ou adsorcéo do surfactante ao solo, uma vez que avaliaram a concentracdo de carbono
organico nos lixiviados e também observaram a precipitagdo do surfactante pela visivel
obstrucdo da coluna quando em altas concentragbes. Esta obstrucdo ocorreu apos
percolados cerca de 5 volumes de poros em fluxo acelerado, e ap6s 2 volumes de poros
guando em fluxo mais lento. No presente estudo, também foi possivel visualizar esta
obstrucdo, uma vez que ocorreu uma espécie de selamento na camada superior da coluna
que recebia a solucdo de biossurfactante.

Em relacdo aos teores de metais lixiviados, Hernandez-Soriano et al. (2011)
observaram que a concentracdo dos metais nos primeiros lixiviados foi aumentando
(correspondente a 2 ou 3 volumes de poros) e entdo passou a ser praticamente constante,
em ambas as colunas (tratamento com surfactante e controle). Para o Cu, os autores
verificaram que a mobilizacdo ocorreu em funcao da liberacdo do carbono orgénico do solo.

Estes autores também quiseram avaliar o efeito de diferentes doses de surfactante
na remocdo dos metais e verificaram que a remocdo de Zn foi significativa somente
utilizando a dose mais alta de surfactante, sendo o resultado atribuido a direta complexacao
do metal pelo surfactante. Nao foi observado, assim como para o Cu, correlacdo entre 0s
teores de Zn e carbono orgéanico do solo, podendo-se explicar devido a baixa afinidade do
Zn pela matéria organica, quando comparado ao Cu ou Cr.

Ao observar os resultados apresentados na Figura 42, nota-se que o metal que
menos dessorveu foi 0 Pb, seguido do Cu. A sequéncia de remocao (%) com relacdo aos
teores iniciais dos metais é, em ordem decrescente Zn> Cu> Pb, para ambos os tratamentos
(8,30; 4,82 e 2,89% — coluna com biossurfactante e 9,78; 8,98 e 2,72% para a coluna com
agua, respectivamente). Isso se deve as caracteristicas de ligacdo desses elementos aos
constituintes do solo. Possivelmente ha formagcdo de complexo de esfera interna, o que

resulta em uma maior forca de ligacdo dos metais as particulas de solo. Uma das principais
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dificuldades na extragdo do Pb é a manutencédo de elevados teores do metal na solugéo do
solo, devido & baixa solubilidade natural do metal (PEREIRA et al., 2009). O comportamento
do Zn é diferente. Para este elemento, h& predominancia de ligacdo do tipo ndo especifica e
ocorre formagédo de complexo de esfera externa. Com isso, este metal consegue se desligar

das particulas de solo com mais facilidade.
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Figura 42 Porcentagem acumulada de remocdo dos metais na coluna percolada com
solugéo de biossurfactante (a) e com agua (controle) (b).

Analisando as lavagens (controle e biossurfactante), pode-se perceber que a partir
do volume de 100 mL ha uma estabilizacdo na remo¢ao acumulada de Cu e Pb, enquanto
que o Zn continua sendo lixiviado. A diferenca de comportamento entre os metais deve-se
as caracteristicas de cada um deles, principalmente quanto ao tipo de interacdo existente
entre as particulas do solo. Estudos de mobilidade de metais pesados no solo tém

demonstrado que as espécies Pb, Cr e Cu apresentam baixa mobilidade, acumulando-se
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superficialmente nos solos contaminados, enquanto que o Zn, Mn, Ni e principalmente Cd
sdo relativamente mais moveis, apresentando maior risco de contaminacdo da &gua
subterranea (WELCH; LUND, 1989).

Observa-se que o experimento controle, no qual foi aplicado somente agua destilada
durante o processo de lavagem do solo, apresentou maior capacidade de remocdo dos
metais Cu e Zn do que a solugdo que continha biossurfactante (Figura 42). J& para o Pb,
segundo os testes de comparacao de retas de regressao (Tabela 33), ndo ocorreu diferenca

entre os tratamentos.

Tabela 33 Equacdes de regressédo da lixiviacdo de Cu, Zn e Pb.

Tratamento Equacéo®’ R? p- valor
Remocéao de Cu - Biossurfactante y =2,59 + 0,033x (a) 84,7% 0,003
Remocao de Cu - Controle y =1,64 + 0,0695x (b) 94,1% 0,000
Remocao de Zn - Biossurfactante y = 0,637 + 0,0482x (a) 98,2% 0,000
Remocao de Zn - Controle y = 0,420 + 0,0508x (b) 99,7% 0,000
Remocéo de Pb - Biossurfactante y=1,44 + 0,0218x (a) 84,2% 0,004
Remocao de Pb - Controle y = 0,533 + 0,0213x (a) 94,7% 0,000

" Letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de comparacéo de duas retas de regressao, ao
nivel de 5% de significancia.

3.5.6 Extracao sequencial

Serdo apresentados nesta sec¢do os resultados do fracionamento dos metais de dois
solos que passaram pelo processo de lavagem com biossurfactante, bem como o resultado
do fracionamento destes solos antes de passar pelo processo de lavagem. Estes ensaios
foram realizados com o objetivo de auxiliar a discusséo dos resultados referentes a possivel
acdo dos surfactantes na remocdo dos metais dos solos. Entretanto, como j& discutido
anteriormente, as solu¢des de lavagem contendo biossurfactante ndo foram mais eficientes
que as amostras controle. Desta forma, sdo apresentados apenas dois destes resultados
com o objetivo de elucidar a razdo do emprego da metodologia. Os resultados completos de

fracionamento dos solos estédo apresentados no apéndice (Tabela 34).

3.5.6.1 Cobre no solo arenoso

Na Figura 43 esta apresentado o comportamento do Cu no solo arenoso (SNC) antes
e apds o processo de lavagem com biossurfactante a 60 mg L™, pH 6,5 (remoc&o de Cu
igual a 38,9%). A eficiéncia de recuperacao (%) de Cu neste residuo € igual a 61,2% da
concentracao inicial do elemento no solo, o que significa um resultado satisfatério, visto que
a remogao ocasionada pelo processo de lavagem com biossurfactante foi de 39,9% (61,2 +
39,9 = 101,1%).

Neste caso, € possivel perceber que inicialmente o Cu ficou, em ordem decrescente,
nas seguintes fragbes: Trocavel > Oxidos > Carbonatos > Sollvel > Matéria organica >
Residual. ApGs o contato com o biossurfactante, a sequéncia passou a ser: Carbonatos >

Trocavel > Oxidos > Residual > Soltvel > Matéria organica.
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Amaral Sobrinho et al. (1997) verificaram em um Argissolo com baixos teores de
matéria organica que o Cu adicionado via residuo siderdrgico, estava em sua maioria ligado
a fracado residual e 6xidos de ferro. A baixa afinidade pela matéria organica deve-se ao fato
desta estar presente em baixissima concentracdo no solo arenoso (10,72 g kg™,
dificultando a interagdo que normalmente o elemento Cu apresenta com este componente
do solo. O Cu é um metal que apresenta grande afinidade por ligantes organicos (SAUVE et
al., 2000). De acordo com Polo et al. (1999), esta afinidade do metal formar complexos com
a matéria organica é um dos mecanismos mais efetivos de retencdo do elemento pelo solo.

Pelos teores de Cu em cada fracdo, pode-se inferir que o processo de lavagem foi
responsavel pela remocao do Cu anteriormente presente nas fracdes solluvel e trocavel, e
também pela retirada ou remobilizacdo da fracdo 6xidos, uma vez que a concentracdo nesta

passou de 223,7 para apenas 49,16 mg L™.
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Figura 43 Fracionamento do Cu em solo arenoso (SNC), antes e ap0s 0 processo de
lavagem com biossurfactante: (a) [bioss] = 60 mg L™, pH = 6,5.

3.5.6.2 Zinco no solo arenoso

No caso do Zn em solo arenoso (SNC), a eficiéncia de recuperagéo (%) do metal
pelo método de extracdo sequencial ndo se mostrou satisfatério, uma vez que foi apenas de
73,3% em relacédo ao total extraido pela metodologia de pseudo-total (HNO3 + HCI).

A diferenca observada entre 0 somatorio das fragdes com o teor obtido pela extracdo
com “agua régia” deve-se ao percentual de recuperacado da técnica de extracdo. Melo et al.
(2008), que utilizaram a metodologia de fracionamento proposto por Shuman (1985) e Chao
e Zhou (1983), no qual houve a distribuicdo em somente 4 fracdes: trocavel, ligados a
matéria orgéanica, 6xido de ferro amorfo e 6Oxido de ferro cristalino, obtiveram baixa
recuperacdo dos metais. Para Cd, Cu e Zn, esses valores foram de 50, 59 e 29%,
respectivamente. O valor mais alto foi de 85% para o Pb. Os autores sugeriram que parte
desses metais foi transferida para a fracdo residual (ndo determinada no trabalho), mas que

também havia a possibilidade de estarem ligados aos 6xidos de aluminio, visto que estes
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séo fragBes importantes para solos tropicais. Como nao usaram extratores especificos para
esta fracdo, os autores sugeriram que esta etapa fosse adicionada quando aplicada em
solos tropicais.

De qualquer forma, é possivel perceber que este metal predominou nas fracdes
solavel e trocavel (Figura 44). Com o objetivo de verificar a distribuicdo do metal apdés o
procedimento de lavagem com biossurfactante, foi realizado o mesmo procedimento de
extracdo sequencial para a amostra que passou por lavagem e teve reducéo de 17,71% de
Zn sob a seguinte condicdo: biossurfactante = 80 mg L™, pH = 6,5 (Tabela 29). Pela
comparacado entre os resultados (Figura 44), é possivel perceber que, apés a adicdo do
biossurfactante, houve somente remocao significativa da fracdo solavel, o que sugere gque 0
biossurfactante nas condi¢cBes testadas, ndo apresentou efeito sobre a redistribuicdo do
metal. Provavelmente, ocorreu somente a extracdo do Zn devido ao biossurfactante estar

em solugéo aquosa e esta ter habilidade em remover a fragdo prontamente solvel.
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Figura 44 Fracionamento do Zn em solo arenoso (SNC), antes e apds o processo de
lavagem com biossurfactante: (a) [bioss] = 80 mg L™, pH = 6,5.
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3.6 CONCLUSOES

e O processo de remediacao de solos contaminados com metais pesados pelo método
de lavagem com biossurfactante do tipo surfactina ndo se mostrou efetivo nos tipos
de solos analisados;

e A eficiéncia do método de lavagem depende das caracteristicas do solo, do tipo de
metal e se estes estdo presentes em condi¢cdes competitivas ou ndo no solo. De
modo geral, a sequéncia de remoc¢ao dos metais apresentou a seguinte ordem: Zn >
Cu > Pb; em condi¢cdes competitivas a remocao foi sempre maior, independente do
tipo de metal;

e A granulometria do solo interferiu nos resultados, uma vez que no solo arenoso o
método de lavagem foi capaz de remover com maior facilidade os metais presentes;

e Para a utilizagdo do método de lavagem do solo com surfactantes h4 a necessidade
da realizacdo de estudos de interacéo destes com o solo, a fim de buscar condi¢cbes
que permitam a menor interacao sortiva entre eles;

e O biossurfactante foi adsorvido pelo solo por diferentes mecanismos de interacdo, o
que néo possibilitou a sua agdo como agente de remoc¢do dos metais. Devido ao solo
ser uma matriz complexa, existe dificuldade em afirmar os mecanismos que ocorrem
durante o processo de lavagem do solo com o biossurfactante, pois diferentes
mecanismos de adsor¢do podem ter atuado simultaneamente;

e O biossurfactante obtido pelo processo de producdo biotecnolégica ndo deve ser
aplicado em solos &cidos, uma vez que a capacidade tampédo destes solos pode
inativar o biossurfactante por meio de precipitacdo. Além disso, em virtude do baixo
pH dos solos, had predominino de sitios carregados positivamente, com o
conseqguente aumento na adsorcéo de surfactantes aniénicos;

¢ No planejamento experimental no qual foram avaliados diferentes valores de pH e
concentracdes da solugcédo de lavagem de biossurfactante, a mudanca no pH pode ter
afetado as moléculas do surfactante, principalmente por este conter grupos
carboxilados. Neste caso, a mudanca no pH pode ter convertido o surfactante em
uma molécula neutra, o que altera 0 mecanismo de interacdo entre os metais e 0
surfactante;

e A calagem provocou redugéo nos teores de Pb e Zn trocéveis e aumento nas fracdes
ligadas a carbonatos e 6xidos de ferro e manganés;

e Altas concentracbes de biossurfactante foram capazes de demonstrar tendéncia a
diminuir a remocao dos metais pela metodologia de lavagem do solo. A adicao de
surfactante anibnico pode ser uma técnica de remediacdo de metais por

estabilizacdo. Desta forma, ocorre a remediacdo “in situ”, na qual h4 aumento da
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fixacdo do elemento téxico, que esta potencialmente mével ou biodisponivel, pela
adicédo de um estabilizante;

Nos ensaios de lixiviagcdo, o biossurfactante também ndo apresentou efeito sobre a
remocao dos metais, sendo que removeu concentracdes de Pb, Cu e Zn proximas as
removidas pelo experimento controle;

Dentre os metais avaliados pelo experimento de lixiviagdo em coluna, o Pb foi o
metal que menos lixiviou em ambos 0s tratamentos, comportamento este resultante
da caracteristica do metal de estar fortemente ligado ao solo;

Os extratos percolados por ambas as colunas de lixiviagcdo encontravam-se mais
acidos do que na solucdo inicial, ficando préximos ao pH do solo, evidenciando a

capacidade tampéao do solo.
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CONCLUSOES GERAIS

Os ensaios de adsor¢cdo de metais em solo mostraram que este fenébmeno ocorre por
diferentes mecanismos de interacdo e que as caracteristicas fisicas, quimicas e
mineraldgicas de cada solo intereferem nesta adsorcéo. Além disso, a presenca de mais de
um metal no meio contaminante acaba por influenciar a quantidade de metal adsorvida em
cada tipo de solo. Devido as diferentes forcas de adsorcdo que ocorrem entre o0 metal e 0
solo, h&a influéncia também na consequente eficiéncia de remocdo destes metais por
métodos de lavagem do solo.

Dentre os metais avaliados, Cu, Zn e Pb, o Pb foi o que apresentou menor
capacidade de remocado pelos métodos de lavagem, seja com o uso de agua pura ou com
solucéo de biossurfactante.

Os modelos fisico-quimicos de Langmuir e Frelindlich mostraram-se, de maneira
geral, melhor adequados para representar a adsor¢cdo dos metais no solo argiloso; porém,
para alguns metais foram também aplicaveis no solo arenoso.

O biossurfactante produzido a partir da manipueira foi caracterizado como do tipo
surfactina e mostrou-se capaz de adsorver Cu, Zn e Pb, tanto em meio liquido, quanto no
solo. O potencial de seu uso no tratamento de efluentes deve ser aprofundado, uma vez que
pode vir como alternativa de tratamento.

Embora a aplicacdo do biossurfactante em diferentes doses ndo seja viavel na
remocgdo dos metais pelos métodos de lavagem, tanto “soil washing” quanto “soil flushing”,
os diferentes ensaios indicaram potencial de uso deste biocomposto como agente
estabilizante de metais em remediacdo “in situ”. Esta alternativa deve ser considerada, uma
vez que este biossurfactante, estando presente no solo, gera aumento da fixacdo do

elemento téxico no meio, o que diminui seu potencial de disponibliza¢do para o ambiente.
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RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se a conduc¢do dos experimentos de avaliagdo da capacidade de remocao de
metais pelo biossurfactante obtido, em matrizes menos complexas que o solo.
Podem ser utilizadas matrizes simples, tais como caulinita, ilita, montmorilonita,
feldspato sodico ou potassico, além de outros minerais puros para verificar o
comportamento individual. Devido ao solo ser uma matriz complexa, existe
dificuldade em afirmar os mecanismos que ocorrem durante o processo de lavagem
do solo com o biossurfactante, pois diferentes mecanismos de adsorcdo podem estar
atuando simultaneamente;

Na avaliacdo dos extratos apOs contato com o solo, sugere-se fazer o
acompanhamento da tensdo superficial com tensibmetro e também a analise em
HPLC, para verificar presencga ou auséncia do surfactante no meio liquido;
Recomenda-se o uso de surfactantes em combinagdo com um ligante inorgéanico, a
exemplo do iodeto ou tiocianato, pois a literatura mostra que este ligante pode
melhorar a complexacao dos surfactantes com os ions metélicos. O ion ligante forma
um complexo com o ion metélico na solugdo de surfactante, reduzindo seu carater
hidrofilico e permitindo a sua adsorg&o dentro da micela;

Avaliar o potencial de aplicagdo da surfactina como agente de remediacdo por
estabilizacdo e para isto realizar também os ensaios de biodegradabilidade do
biossurfactante em solo;

Recomenda-se evoluir nas pesquisas de aplicagdo do biossurfactante como
adsorvente de metais em meio liquido, tais como efluentes industriais;

Avaliar o potencial de utilizagdo deste biossurfactante em solos visando a

remediacéo de &reas contaminadas com hidrocarbonetos derivados de petroleo.
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Tabela 34 Fracionamento dos

contaminados.

metais Cu, Zn e Pb nas fragbes sollvel, trocavel, 6xidos
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de Fe e Mn, matéria organica e residual dos solos

Teor total Solavel Trocavel Carbonatos Oxidos Matéria organica Residual
Amostra Cu ‘ Zn Pb Cu ‘ Zn ‘ Pb Cu ‘ Zn ‘ Pb Cu ‘ Zn | Pb Cu ‘ Zn ‘ Pb Cu ‘ Zn ‘ Pb Cu ‘ Zn | Pb
mg kg™
SNC - sistema ndo-competitivo

Argiloso Cu 1834,78 - - 261,7 - - 550,7 - - 431,6 - - 486,0 - - 105,0 - - 190,9 - -
Argiloso Zn - 1558,4 - - 219,4 - - 729,8 - - 150,5 - - 195,3 - - 44,6 - - 99,4 -
Argiloso Pb - - 2621,1 - - 122,8 - - 1237,7 - - 519,1 - - 410,3 - - 132,3 - - 155,8
Argiloso Pb ¢/

- - 2621,1 - - 0,0 - - 24,8 - - 1185,8 - - 944,5 - - 174,8 - - 67,3
calagem
Arenoso Cu 673,8 - - 135,2 - - 386,3 - - 148,5 - 223,7 - - 12,3 - - 0,0 - 135,2
Arenoso Zn - 795,9 - - 151,0 - - 385,6 - - 27,4 - - 75 - - 33 - - 8,5 -
Arenoso Zn ¢/

- 795,9 - - 65,9 - - 2237 - - 281,1 - - 29,2 - - 14,1 - - 10,3 -
calagem
Arenoso Pb - - 1732,2 - - 96,5 - - 1584,9 - - 203,7 - - 32,1 - - 0,0 - - 0,0

SC - sistema competitivo
Argiloso
Pb/Cu/ Zn 1495,7 9855 1531,6 329,5 5244 1228 3075 3834 1237,7 38L7 36,0 519,1 450,1 71,4 4103 1470 95 1323 2052 51,9 1558
Arenoso
604,0 437,8 14106 2490 3522 186,0 166,9 1554  955,6 66,1 3,5 161,6 404 210 514 158 2,6 3,5 36,7 37 322

Pb/Cu/ Zn
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Fitted Surface; Variable: %remocido Cu
2 factors, 1Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=1,341636
DV: %remocdo Cu
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Figura 45 Superficie de resposta para o efeito do pH e da concentracdo de biossurfactante
na remoc¢ao (%) de Cu do solo argiloso, SC.

Fitted Surface: Variable: %remocé&o Cu (a)
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DV: %remocédo Cu

Ay ORONE e

B - 100
B <100
[ <80
1 <60
B <40
B <20

Fitted Surface; Variable: %remocdo Zn (b)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=19,6616
DV: %remocdo Zn

Bl - 140
< 140
Bl <120
1 <100
[1<80
B < 60
<40

Figura 46 Superficie de resposta para o efeito do pH e da concentracdo de biossurfactante
na remocao (%) de Cu (a) e Zn (b) do solo arenoso, SC.
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Fitted Surface; Variable: %remocdo Zn (a)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=68,58275
DV: %remocdo Zn
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Figura 47 Superficie de resposta para o efeito do pH e da concentracdo de biossurfactante
na remocao (%) de Zn (a) e Pb (b) do solo arenoso, SNC.




	LISTA DE ABREVIATURAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	ESTRUTURA DA TESE – APRESENTAÇÃO GERAL
	CAPÍTULO 1 – ADSORÇÃO INDIVIDUAL E COMPETITIVA DE COBRE, ZINCO E CHUMBO EM DOIS TIPOS DE SOLOS
	1.1 INTRODUÇÃO
	1.2 OBJETIVOS
	1.2.1 Objetivo geral
	1.2.2 Objetivos específicos

	1.3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	1.3.1 Adsorção
	1.3.2 Isotermas de adsorção
	1.3.2.1 Isoterma de Freündlich
	1.3.2.2 Isoterma de Langmuir
	1.3.3 Comportamento de adsorção dos metais
	1.3.3.1 Comportamento individual de adsorção dos metais
	Chumbo
	Cobre
	Zinco

	1.3.3.2 Adsorção em sistemas competitivos

	1.4 MATERIAL E MÉTODOS
	1.4.1 Solos e amostragem
	1.4.2 Preparação e caracterização das amostras
	1.4.2.1 Análises químicas dos solos
	1.4.2.2 Análise granulométrica dos solos
	1.4.2.3 Quantificação dos óxidos de ferro menos cristalinos
	1.4.2.4 Quantificação dos óxidos de ferro mais cristalinos
	1.4.2.5 Identificação mineralógica por difratometria de raios X (DRX)
	1.4.3 Ensaios de adsorção de metais
	1.4.3.1 Linearização das equações de adsorção
	1.4.4 Contaminação dos solos artificialmente
	1.4.5 Determinação dos teores totais de metais pesados no solo
	1.4.6 Fracionamento dos metais em diferentes constituintes do solo

	1.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	1.5.1 Características das amostras de solo
	1.5.2 Composição mineralógica da fração argila
	1.5.3 Efeito das características das amostras de solo na adsorção dos metais
	1.5.4 Adsorção real dos metais após contaminação artificial
	1.5.5 Distribuição dos metais nas diferentes frações do solo

	1.6 CONCLUSÕES
	1.7 REFERÊNCIAS
	MATOS, A.T.; FONTES, M.P.F.; JORDÃO, C.P.; COSTA, L.M. Mobilidade e formas de retenção de metais pesados em Latossolo Vermelho-Amarelo Revista Brasileira de Ciência do Solo, Campinas, v. 20, p. 379-386, 1996.


	CAPÍTULO 2 – CARACTERIZAÇÃO DE BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO A PARTIR DA MANIPUEIRA E AVALIAÇÃO DA SUA CAPACIDADE DE ADSORÇÃO DE COBRE, ZINCO E CHUMBO
	2.1 INTRODUÇÃO
	2.2 OBJETIVOS
	2.2.1 Objetivo geral
	2.2.2 Objetivos específicos

	2.3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	2.3.1 Surfactantes químicos e biossurfactantes
	2.3.1.1 Saponina
	2.3.1.2 Ramnolipídio
	2.3.1.3 Surfactina
	2.3.2 Concentração micelar crítica (CMC)
	2.3.3 Resíduos agroindustriais e a produção de biossurfactantes
	2.3.4 Equilíbrio e cinética de adsorção
	2.3.4.1 Bioadsorção

	2.4 MATERIAL E MÉTODOS
	2.4.1 Produção do biossurfactante
	2.4.1.1 Caracterização do substrato
	2.4.1.2 Extração do surfactante
	2.4.2 Estudo da atividade superficial nos extratos
	2.4.3 Índice de emulsificação do surfactante
	2.4.4 Caracterização do biossurfactante por espectroscopia de infravermelho
	2.4.5 Caracterização do biossurfactante por cromatografia líquida de alta eficiência
	2.4.6 Isotermas de adsorção para os íons Cu, Zn e Pb

	2.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	2.5.1 Atividade superficial
	2.5.2 Índice de emulsificação
	2.5.3 Caracterização do biossurfactante por espectroscopia de infravermelho
	2.5.4 Caracterização do biossurfactante por HPLC
	2.5.5 Adsorção dos metais pelo biossurfactante

	2.6 CONCLUSÕES
	2.7 REFERÊNCIAS
	CAPÍTULO 3 – REMOÇÃO DE METAIS PESADOS COM BIOSSURFACTANTE PELO MÉTODO DE LAVAGEM DO SOLO
	3.1 INTRODUÇÃO
	3.2 OBJETIVOS
	3.2.1 Objetivo geral
	3.2.2 Objetivos específicos

	3.3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	3.3.1 Contaminação do solo por metais pesados
	3.3.2 Técnicas de remediação do solo
	3.3.3 Biossurfactantes e remediação de áreas contaminadas
	3.3.3.1 Ação dos surfactantes sobre os metais pesados
	3.3.3.2 Influência do pH e do tipo de surfactante
	3.3.3.3 Influência do tipo de solo e da combinação de metais no solo

	3.4 MATERIAL E MÉTODOS
	3.4.1 Origem dos solos
	3.4.2 Origem do biossurfactante
	3.4.3 Experimentos de lavagem do solo
	3.4.3.1 Planejamento experimental nº I
	3.4.3.2 Planejamento experimental nº II
	3.4.3.3 Planejamento experimental nº III
	3.4.3.4 Planejamento experimental nº IV
	3.4.4 Caracterização do biossurfactante por cromatografia líquida de alta eficiência
	3.4.5 Espectroscopia de infravermelho em solos lavados com biossurfactante
	3.4.6 Ensaio de lixiviação em colunas de solo
	3.4.7 Fracionamento de metais nos diferentes constituintes do solo

	3.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	3.5.1 Planejamento Experimental nº I
	3.5.2 Planejamento experimental nº II
	3.5.3 Planejamento experimental nº III
	3.5.4 Planejamento Experimental nº IV
	3.5.5 Experimentos de lixiviação
	3.5.6 Extração sequencial
	3.5.6.1 Cobre no solo arenoso
	3.5.6.2 Zinco no solo arenoso

	3.6 CONCLUSÕES
	3.7 REFERÊNCIAS

	CONCLUSÕES GERAIS
	RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS
	APÊNDICES

