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RESUMO

Com o mundo cada vez mais tecnolégico e eletrénico a demanda por metais
para a producéo de produtos € cada vez maior. No entanto, 0os processos realizados
durante a mineracdo destes metais acabam gerando residuos com alta concentracéo
metalica que, quando descartados, causam um grande desequilibrio ecolégico. Seja
em meios aquosos ou em solo, a poluicdo por metais potencialmente tdéxicos é uma
problematica para todo o ecossistema. A toxicidade é bioacumulada de forma direta
ou indireta como por exemplo em cultivares que utilizam em sua irrigagdo agua
contaminada com metais. A alta concentracdo de metais em animais é responsavel
por diversas sequelas como convulsdes, disturbios endécrinos e até mesmo danos a
medula 6ssea nos casos de acumulo de Cobre e Ferro. Devido aos efeitos dessa
poluicdo por metais e na sua alta incidéncia, muitos metais como Cobre e Ferro foram
adicionados a lista de poluentes prioritarios da Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos. Uma das alternativas possiveis para recuperar ambientes
contaminados com tais metais potencialmente toxicos € a utilizacdo de
biossurfactantes que sédo capazes de quelar as moléculas contaminantes permintindo
sua extracdo do meio. Nesse contexto, esse trabalho propde a utilizacdo do
biossurfactante produzido por Bacillus amyloliquefaciens MO13 na biorremediacéo de
ambientes aquosos contaminados com os metais Cobre e Ferro. Primeiramente,
foram feitos testes com solucbes de diferentes metais: Zinco, Cromo, Cadmio,
Cobalto, Chumbo, Ferro e Cobre com concentracdo de 15 mg/L e do biossurfactante
em 10 mg/L a fim de se determinar quais metais seriam mais interessantes de serem
explorados. Os mais promissores foram Ferro e Cobre e, portanto, seguiu-se para o
planejamento de desenho fatorial onde foram utilizadas trés variaveis estratégicas:
temperatura (13, 17, 21, 25 e 29 °C), concentragéo de biossurfactante (0,0; 0,5; 1,0;
1,5; 2,0 CMC) e tempo (0, 24, 48, 72, 96 horas). A concentracéo inicial de Cobre e
Ferro foi de 10 e 15 mg/L respectivamente. ApOs cada experimento as amostras foram
analisadas por espectrdmetro de absorcao atémica por chama (F AAS) de modo a
determinar a concentracdo de metais presente na amostra. Com base nos resultados
foram produzidas respostas de superficie, graficos de pareto e equacdes de remocao
de metais. Verificou-se uma maior biorremediacdo das solugbes que estavam em
menores temperaturas, com menor tempo de ensaio e maior concentracdo de
biossurfactante nas amostras de Cobre e maiores temperaturas, maior tempo de
ensaio e maior concentracdo de biossurfactante nas amostras de Ferro. Assim, a
capacidade do biossurfactante produzido por B. amyloliquefaciens em remediar meios
aguosos contaminados com Cu e Fe foi demonstrada, sendo ainda necessarios mais
estudos para o entendimento desse processo.

Palavras-chave: Biotecnologia. Biorremediacdo. Biossurfactante.  Metais

potencialmente toxicos.



ABSTRACT

With the world increasingly technological and electronic, the demand for metals
to production of products is increasing. However, the processes carried out during the
mining of these metals end up generating residues with high metallic concentration
that, when discarded, cause a great ecological desorder. Whether in aqueous media
or in soil, pollution by potentially toxic metals is a problem to the entire ecosystem.
Toxicity is bioaccumulated directly or indirectly, for example in cultivars that use water
contaminated with metals in their irrigation. The high concentration of metals in animals
is responsible for several sequels such as seizures, endocrine disorders and even
damage to the bone marrow in cases of copper and iron accumulation. Due to the
effects of this metal pollution and its high incidence, many metals such as copper and
iron have been added to the US Environmental Protection Agency's list of priority
pollutants. One of the possible alternatives to recover environments contaminated with
such potentially toxic metals is the use of biosurfactants that are able to chelate the
contaminating molecules allowing their extraction from the medium. In this context, this
work proposes the use of the biosurfactant produced by Bacillus amyloliquefaciens
MO13 in the bioremediation of aqueous environments contaminated with copper and
iron metals. Firstly, tests were carried out with solutions of different metals: Zinc,
Chromium, Cadmium, Cobalt, Lead, Iron and Copper with a concentration of 15 mg/L
and of the biosurfactant in 10 mg/L in order to determine which metals would be more
interesting to be explored. The most promising were Iron and Copper and, therefore,
it was followed to the factorial design planning where three strategic variables were
used: temperature (13, 17, 21, 25 and 29 °C), concentration of biosurfactant (0.0; 0.5;
1.0; 1.5; 2.0 CMC) and time (0, 24, 48, 72, 96 hours). The initial concentration of
Copper and Iron was 10 and 15 mg/L respectively. After each experiment, the samples
were analyzed by flame atomic absorption spectrometer (F AAS) in order to determine
the concentration of metals present in the sample. Based on the results surface
responses, Pareto plots and metal removal equations were produced. There was a
greater bioremediation of the solutions that were at lower temperatures, with shorter
testing time and higher concentration of biosurfactant in the copper samples and higher
temperatures, longer testing time and higher concentration of biosurfactant in the iron
samples. Thus, the ability of the biosurfactant produced by B. amyloliquefaciens to
remediate aqueous media contaminated with Cu and Fe was demonstrated, and
further studies are needed to understand this process.

Keywords: Biotechnology. Bioremediation. Biosurfactant. Potentially toxic metals.
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1 INTRODUCAO
1.1 Industria mineradora

A extracdo de metais €, indubitavelmente, uma das atividades mais atreladas
ao desenvolvimento humano. A descoberta de cada um dos compostos que podem
ser extraidos por mineracao e suas diferentes aplicacées foram e sao fundamentais
para novas perspectivas industriais. Nao haveria como existir energia elétrica sem o
uso de metais como o Cobre como condutor, ndo seria possivel a evolugédo
tecnologica sem o Silicio para a producao de chips, assim como néo seria possivel o
inicio da industrializacdo sem o uso do carvao (Dai et al., 2016; Dai & Finkelman,
2018).

No entanto, apesar de essencial, toda a atividade mineradora causa seérios
danos ao ambiente, contribuindo significativamente na poluicdo do ar, aguas e solo
(Régo et al., 2022). Além da contaminacdo atrelada a extracdo, tem-se também a
contaminacdo por acidentes, como no caso do rompimento das barragens da
mineradora Vale afetando os municipios de Brumadinho e Mariana causando um
desequilibrio incalculavel do ecossistema (Castro, 2021).

Todos esses danos ao ambiente causam, principalmente, um acumulo de
metais potencialmente toxicos, que por se tratarem de compostos inorganicos,
dificilmente serédo assimilados por aquele ambiente, gerando um dano grave aquele
ecossistema (Lucas da Silva Régo et al., 2022). A alta concentracdo de metais nesses
ambientes acaba resultando em uma bioacumulacdo que afeta todos os seres vivos
envolvidos, havendo diversos danos toxicologicos para cada espécie afetada (Amin et
al., 2013).

1.2 Poluicdo de aguas por metais

Uma das principais formas de contaminacdo de aguas resultante da atividade
mineradora é por meio da Drenagem Acida de Mina (DAM) que consiste na oxidac&o
de rochas liberadas pela mineracdo através do contato com agua e oxigénio
resultando em uma agua com pH baixo e alta concentracéo de metais potencialmente

toxicos (Dutta et al., 2020). Essa agua proveniente da DAM muitas vezes acaba sendo
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escoada para rios e lagos, gerando uma contaminacdo de metais potencialmente
toxicos.

Em menor proporgdo, porém com igual impacto, tem-se também a
contaminagc@o de 4guas por metais provenientes da lixiviacdo de aterros sanitarios,
lixdes, automodveis e também da industria de fertilizantes e pesticidas (Briffa et al.,
2020). Essas sao fontes secundarias de contaminacao, entretanto fundamentais para
a magnificacdo dessa problemética.

Os 6rgaos reguladores como o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) sao responsaveis por estabelecerem limites para as concentracdes de
metais nos diversos tipos de aguas (CONAMA, 2005). Entretanto, devido a essas
variadas fontes de contaminacdo é um desafio manter as concentracdes dos metais
potencialmente téxicos dentro dos limites estipulados, sendo crucial encontrar

maneiras de remediar e recuperar esses ambientes.
1.3 Remediacdo de aguas contaminadas por metais

Algumas das principais maneiras de tratamento de aguas contaminadas por
metais potencialmente téxicos sao precipitacdo, recuperacdo evaporativa e
eletrolitica, extracdo por solvente, cimentacdo, osmoses reversa, eletrodidlise, troca
ibnica e adsorcao (Gautam et al., 2016). Todavia, tais técnicas sdo muito agressivas
ao ambiente, sendo responsaveis por outros desequilibrios ecolégicos e, portanto, ndo
sendo boas alternativas. Além disso, a eficiéncia do processo de remediagdo por meio
destas técnicas é baixa e seu custo € alto, tornado-as desvantajosas para esse
propésito.

Assim, ha uma urgéncia por tratar esses meios de maneira segura, sem
ocasionar contamina¢cfes secundarias no processo de remediacédo, visando também
alternativas que possuam um bom custo-beneficio. Dentre as possibilidades
existentes para isso tem-se a utilizacdo de agentes biolégicos, como plantas e
microrganismos, capazes de retirar esses e outros tipos de contaminantes do
ambiente (Aronsson & Perttu, 2001; Gautam et al., 2016) com baixa toxicidade, por se
tratarem de compostos biodegradaveis.
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1.4 Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo moléculas biolégicas com natureza anfifilica produzidas
por diversos organismos. Podem diminuir a tenséo superficial do meio em que séao
adicionados levando a aplicagbes como nha industria cosmética, farmacéutica,
petrolifera, alimenticia, entre outras (Akbari et al., 2018). S&o compostos de baixa
toxicidade, alta biodegradabilidade, multifuncionalidade, capacidade de uso ambiental
e baixo custo quando utilizando residuos industriais na sua producéo (Akb ari et al.,
2018).

Devido a todas essas caracteristicas, os biossurfactantes exibem potencial de
biorremediar diversos contaminantes como residuos de petroleo, metais
potencialmente toxicos e outros (da Rocha Junior et al., 2019; Singh & Cameotra,
2013), destacando que a area dos metais potencialmente toxicos € uma das mais
promissoras, considerando 0s poucos avancos obtidos na recuperacdo de ambientes
contaminados pelos mesmos.

Ha quatro maneiras pelas quais os biossurfactantes conseguem eliminar metais
potencialmente téxicos, sendo elas: mobilizacdo, solubilizacdo, emulsificacdo e
complexacdo. A primeira estd associada com a capacidade do biossurfactante de
disponibilizar o metal aos microrganismos presentes naquele ambiente, permitindo
gue ele seja assimilado. Na solubilizacdo, h4 o aumento da solubilidade do metal
possibilitanto sua dissolu¢do pelo meio, tornando-o menos concentrado, entretanto
nao viabilizando sua retirada do meio. Outra forma é através da emulsificacdo onde é
possivel estabilizar em mistura diferentes fases, levando a estabilizacdo do metal em
uma determinada fase para sua posterior remoc¢éo (Mishra et al., 2021).Se tratando
da complexacdo, ha indicios de que 0s metais interagem com 0s grupos amino e
carboxilico terminais dos aminoacidos presentes nos biossurfactantes (Janek et al.,
2019).

No ultimo caso citado anteriormente, se percebe uma remoc¢do mais eficiente
dos metais e com maiores possibilidades, uma vez que os biossurfactantes possuem
grande variedade de estruturas quimicas e, consequentemente, grande variedade de
seletividade a metais, permitindo uma maior eficiéncia na remocdo dos mesmos e

também mais possibilidades de aplicacdo (Mulligan, 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

A poluicédo por metais potencialmente toxicos € hoje um dos maiores desafios
da atualidade, em um mundo cada vez mais eletronico, onde a necessidade de
extracdo de metais por mineracdo e seu uso aumentam a cada dia, € notavel o
impacto nos rios, lagos e solos contaminados (Sodrzeieski et al., 2019; Ugbede et al.,
2020). Com base na lista de poluentes prioritarios da Agencia Nacional de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos, os metais mais emergentes sdo Arsénio, Cadmio,
Cromo, Cobre, Chumbo, Mercurio, Niquel, Selenio, Prata, Ferro e Zinco (United States
Environmental Protction Agency, 2014). Esses e outros metais acarretam um grande
dano ao ecossistema em alta concentracao, sendo responsaveis pela toxicidade direta
a vida presente naguele ambiente, como na intoxicagao de peixes (Green & Planchart,
2018), ou indireta, como por meio da bioacumulagéao durante a cadeia alimentar (Sani
et al., 2022).

A legislacao responsavel por limitar a concentracdo de metais potencialmente
toxicos em aguas do Brasil é a Resolugdo 357 do CONAMA (CONAMA, 2005), no
entanto costumeiramente a concentracdo de metais € maior do que o permitido,
principalmente em rios e lagos proximos a atividades de mineracdo (Menezes et al.,
2011). Com isso, torna-se fundamental a utilizacdo de técnicas e processos capazes
de retirar esses contaminantes dos ambientes aquosos, tais como o uso de
biossurfactantes (Mishra et al., 2021). Sendo esses compostos uma excelente
alternativa para solucionar essa probleméatica, uma vez que sao biodegradaveis, baixo
impacto ambiental, com boa eficacia e de relativo baixo custo de producéo (Jahan et
al., 2020) .

O uso de biossurfactantes de origem microbiolégica é propicio no tratamento
de aguas contaminadas por metais potencialmente toxicos devido a sua capacidade
de quelar diversos tipos de metais, sendo possivel fazer a modulacdo de qual
biossurfactante € mais adequado a cada tipo de ambiente contaminado (Janek et al.,
2019). Assim, nesse trabalho foi realizada a otimizacdo e caracterizacdo do uso de
um biossurfactante na recuperacao de ambientes aquosos contaminados com Cobre

e Ferro, objetivando sua recuperacao.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Utilizar biossurfactante produzido por Bacillus amyloliquefaciens MO13 na
biorremediacdo de ambientes aquéticos contaminados por metais potencialmente

toxicos.
3.2 Objetivos especificos

a. Selecionar metais potencialmente toxicos relevantes de serem biorremediados
pelos biossurfactantes produzidos por B. amyloliquefaciens MO13.

b. Analisar a influéncia da temperatura, tempo e concentracdo de biossurfactantes
no processo de biorremediacao;

c. Avaliar, por meio de ensaios de interacdo biossurfactante-metal, o potencial de
biorremediacdo de Cu e Fe mediante aplicacao de biossurfactantes;

d. Compreender o mecanismo de interacao entre biossurfactante e o metal,
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Preparo das amostras

As solugoes foram preparadas sinteticamente em frascos Erlenmeyers com 30
mL de &gua ultrapurificada e quantidade de reagente suficiente para atingir uma
concentracdo de 15 mg/L de cada metal, partindo dos sais Sulfato de Zinco 99%
Heptahidratado (ZnS0O4.7H20), Sulfato de Cromo Il 99% Basico (Cr4(S04)5(0H)2),
Sulfato de Cadmio 99% Hidratado (CdSO4. 8/3H20), Sulfato de Cobalto 1l 99%
Heptahidratado (CoS0O4.7H20), Nltrato de chumbo 99% (Pb(NO3)2), Cloreto Férrico
99% Hexahidratado (FeCl2) e Sulfato de Cobre 98% Pentahidratado (CuS0O4.5H20),

sendo todas as amostras produzidas em triplicata.
4.2 Producéao do Biossurfactante

A metodologia de producéo seguiu trabalhos anteriores do nosso grupo, que
identificou e caracterizou o0 mesmo no Laboratério de Fungos de Importancia Médica
e Biotecnoldgica (Brito, H. A., 2019). Um pré in6culo de Bacillus amyloliquefaciens
MO13 foi crescido em YPD a 200 rpm, 30°C e 24 h. Apés esse tempo, foi inoculado
em biorreatores de 500 mL em meio MSM com controle de temperatura de 34°C, pH
7,2, agitacdo de 252 rpm e aeracao de 0,3 Ipm de ar. Apdés 72 horas o meio foi
centrifugado a 9000 rpm por 20 minutos para retirada das células. HCI 5 M foi
adicionado ao sobrenadante livres de células até este atingir pH 2 e deixado a 4°C por
24 horas. Apos esse tempo as amostras foram centrifugadas (9000 rpm, 20 minutos,
9°C) e o precipitado formado foi lavado com agua acida (pH 2) duas vezes. Foi
adicionado NaOH para elevar o pH até 7 na solucéo final. Em seguida, as amostras

foram liofilizadas por 12 horas a fim de obter os BSFs utilizados no trabalho.
4.3 Selecado dos metais potencialmente toxicos

Foram feitas solucbes de sais metais com BSF liofilizado com volume final de
30mL. Inicialmente foram utilizados os metais Zinco, Cromo, Cadmio, Cobalto,
Chumbo, Ferro e Cobre nas concentracbes de 15 mg/L e BSF liofilizado na
concentracdo de 10 mg/L. As solucdes foram agitadas a 200 rpm por 48h a 21 °C.
ApoOs transcorrido esse tempo as solucdes foram centrifugadas a 5000 g por 10
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minutos e posteriormente foram encaminhadas para determinacédo da concentracao

de metais restantes por F AAS.
4.4 Planejamento fatorial experimental

A metodologia dos ensaios seguiu 0 planejamento fatorial (Teofilo & Ferreira,
2006), que consiste na otimizacdo dos experimentos a serem realizados, com o0
objetivo de encontrar a melhor condicdo de aplicacdo do biossurfactante para
biorremediagdo de metais potencialmente toxicos. Por meio do planejamento fatorial
de composto central — modelo quadréatico cubico 23 (representando trés variaveis),
foram utilizadas as temperaturas de 13, 17, 21, 25 e 29 °C, as concentracdes de
biossurfactante de 0, 5, 10, 15 e 20 mg/L e os tempos de contato de 0, 24, 48 e 72 e
96 horas totalizando 15 experimentos em ftriplicata. A partir desses experimentos,
foram geradas equacdes de otimizacdo, por meio do software Origin Pro, e gréficos
de resposta de superficie, através do Minitab Statistical Software. A analise estatistica

de variancia foi realizada por meio de ANOVA e teste F, com p<0,05.
4.5 Avaliagdo daremocgéo dos metais

Apoés realizados os ensaios experimentais todas as amostras foram centrifugadas
a 5000 g por 10 minutos, separando assim o biossurfactante ligado ao metal do
restante da solucéo, e encaminhadas para a determinacdo da concentracdo de metais
por espectrometria de absorcdo atbmica por chama (AAnalyst 200, PerkinElmer, AA-
BG) com atomizacgéo das amostras em chama de acetileno 2,5 L/min e ar comprimido
10 L/min. Para cada amostra, as lampadas de excitacdo dos metais tinham diferentes
comprimentos de onda e curvas de calibracdo. A porcentagem de remocao final dos
metais foi obtida considerando a concentracéo inicial da amostra como 100% e

verificando o quanto foi removido pela concentracao final obtida.
4.6 Ensaio de condutividade

Com base em estudos anteriores (Singh & Cameotra, 2013), foram realizadas
medicdes de condutividade das solu¢des apenas com metais e das solu¢gdes com

metais e BSFs.
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5 RESULTADOS
5.1 Testes para selecdo de metais potencialmente toxicos

Na figura 1 estd a comparacdo dos valores encontrados entre as amostras
controle e amostras tratadas com os BSFs para os 7 metais analisados (Zinco, Cromo,
Cadmio, Cobalto, Chumbo, Ferro e Cobre), tendo sido determinada a concentracao
de metais nas amostras por F AAS. Os valores correspondentes a concentracéo de
metais nas amostras estdao destacados na tabela 1, juntamente da taxa de remocao
observada.

Taxa de remoc¢édo de metais

Zn Controle
25— Zn Tratado com BSFs

m=m Cr Controle

. > Cr Tratado com BSFs
. Cd Controle

i Cd Tratado com BSFs

Co Controle
Co Tratado com BSFs

Pb Controle
Pb Tratado com BSFs

Fe Controle
Fe Tratado com BSFs

Cu Controle
Cu Tratado com BSFs

Concentracéo de metal (mg/L)

i

Figura 1. Taxa de remocdo de metais. Ndo houve diferenca significativa entre a amostra
controle e a amostra tratada com BSF para Zinco, Cromo, Cadmio, Cobalto e Chumbo.
Os metais Ferro e Cobre apresentaram boa taxa de remocdo comparando-0s com suas
respectivas amostras controles nos ensaios realizados a 21 °C, por 48 horas com
concentracao de BSFs de 10 mg/L. O simbolo (*) representa diferenca estatistica (p<0.05)
entre controle e tratado por ANOVA seguida por teste Tukey.

Tabela 1. Concentracdes iniciais e finais dos metais.

Inicial (mg/L) | Final (mg/L) @ d%/ro‘)amo‘?ao

Zinco 15,5+ 0,4 13,47 + 1,41 13,09
Cromo 10,34 + 0,37 9,75 + 1,62 5,72
Cadmio 6,60 * 0,05 6,32 + 0,13 4.23
Cobalto 10,52 + 0,43 10,66 + 0,36 0
Chumbo 15,24 + 0.25 13,40 + 2,12 12,02

Ferro 10,2 + 0,26 1,34+ 0.45 86.85
Cobre 20,5 + 0,49 5,44 + 1,03 73,45
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5.2 Otimizacao pararemocao de Cobre

Com base no planejamento fatorial de composto central — modelo quadratico
cubico, foi gerada uma equacgdo [1], onde temperatura é representada por T,
concentracdo de BSF por C e tempo por t. Tal equacao é utilizada como modelo
tedrico para o processo de otimizacédo de remocao do Cobre, sendo responsavel pelos

valores esperados descritos nas demais figuras e tabelas.

Remogdo de Cu = 6.56 — (0.056 - T) — (0.52 - C) — (0.092 - t) + (0.008 - T?) + (0.027 -
€2) + (0.00007 - t2) — (0.025-T - C) — (0.0005 - T - t) + (0.0108 - C - t)
[1]

Na tabela 2 é possivel verificar a significancia das variaveis escolhidas com
base em célculos estatisticos, demonstrando a relevancia das variaveis utilizadas. O
p calculado ficou abaixo de 0.05 e a regressao de Fcalc. ficou bem acima do teste p,
porém abaixo do F. Ajuste. Isso significa que o planejamento fatorial € estatisticamente
relevante. Considerando a porcentagem méaxima de variacdo explicavel de 99,29 %,
a variacao explicada encontrada de 72,49 % demonstra ser aproximada o suficiente
para corroborar com a importancia de tais variaveis.

Tabela 2. Analise de Variancia Cobre - Modelo Quadratico.

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao  147.97709 6 24.662848 5.2711174 0.0070965
Residuos 56.146384 12 4.6788653
F. Ajuste 53.342336 8 6.667792 18.534113 0.006545
Erro Puro 1.4390313 4 0.3597578
Total 204.12347 18
% variacao explicada 72.493911
% max. de variacdo explicavel 99.295019

FV — Fatores de Variancia
SQ — Soma Quadrética
nGL — nimero de Graus de Liberdade
MQ — Média Quadratica
Fcalc. — F calculado

A comparagdo dos valores observados nos experimentos com os valores
esperados com base na equacgdo [1] estd destacada na figura 2, sendo possivel
verificar o coeficiente linear de 0,8287. Este valor € um indicativo de que 0 processo
de otimizacdo da remocdo do Cobre foi efetivo e que os resultados possuem

significancia (Moore et al., 2013).
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Figura 2. Andlise da otimizacdo da remocdo de Cobre. Valores estimados e

observados em uma equacao linear com coeficiente linear de 0,8287.
Quando contrastamos a influéncia das variaveis na resposta da concentracao

final de Cobre ap6s o tratamento com o BSF obtemos gréficos de resposta de
superficie, como na figura 3, em que é possivel verificar a interacdo da temperatura e
da concentracdo do BSF e como essa interacdo impacta a remocdo do Cobre. Do
mesmo modo, na figura 4 observamos a interacdo do tempo e da concentracédo de

BSF e na figura 5 a interacdo da temperatura e do tempo.

@
Cu (mon)

” 3310

4.280

o

5.250

A
Coﬂce””?Féo de

Figura 3. Influéncia da temperatura e concentracdo de BSFs na remocéo de Cobre.

Tendéncia de maior remocéo em temperaturas mais baixas, como 14 °C, e concentragdes

de BSFs maiores, como 20 mg/L.
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Figura 4. Influéncia do tempo e concentracdo de BSFs na remocdo de Cobre.

Tendéncia de maior remocdo em ensaios de maior tempo, como 90 horas, e
concentracdes de BSFs maiores, como 20 mg/L.
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Figura 5. Influéncia da temperatura e tempo na remoc¢do de Cobre. Tendéncia de

maior remog&o em temperaturas mais baixas, como 14 °C, e em ensaios de maior tempo,
como 90 horas.

5.3 Andlise de Pareto para Cobre

Por meio do Gréfico de Pareto evidencia-se as variaveis mais cruciais na escolha

da melhor condicéo de remocao do Cobre (figura 6), sendo principalmente a interacao
BSF e tempo as estatisticamente relevantes.
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Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
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Figura 6. Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados para ensaios com Cobre.
Determinacao de quais interacdes e/ou variaveis foram mais significativas para a remocao
de Cobre com base nos Efeitos Padronizados, sendo a interacdo do BSF com o tempo a
mais significativa. A diferenca estatistica (p<0,05) entre as variaveis foi feita por two-way
ANOVA.

5.4 Otimizacao pararemocéao de Ferro

Do mesmo modo utilizado para o Cobre, a otimiza¢do para remocéao de Ferro é
baseada no modelo estatistico cubico que fornece uma equacao [2], onde temperatura
€ representada por T, concentracdo de BSF por C e tempo por t. Tal equacao é
utilizada como modelo teérico para o processo de otimizacdo do Ferro, sendo

responsavel pelos valores esperados descritos nas demais figuras e tabelas.

Remogdo de Fe = —14.4 + (1.24-T) + (0.21- C) + (0.145 - £) — (0.023 - T2) — (0.004 -
C?) — (0.00006 - t2) + (0.009 - T - C) — (0.005 - T - t) — (0.0035 - C - t)
[2]

Tabela 3. Analise de Variancia Ferro - Modelo Quadratico.

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressdo  21.8923 9 2.43247 5.38266 0.009804239
Residuos 4.06718 9 0.45191
F. Ajuste 4.06718 5 0.81344 17.1956 0.0080472
Erro Puro 0 4 0
Total 25.9594 18

% variagcao explicada 84.33
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% méx. de variacdo explicivel 100.00

FV — Fatores de Variancia
SQ — Soma Quadrética
nGL — nimero de Graus de Liberdade
MQ — Média Quadratica
Fcalc. — F calculado

Novamente vemos que o p calculado ficou abaixo de 0.05 e a regresséo de
Fcalc. ficou bem acima do teste p, porém abaixo do F. Ajuste. Isso significa que o
planejamento fatorial também é estatisticamente relevante.

E possivel observar na figura 7 a relacdo entre os valores observados e
esperados, resultando em uma equacao da reta com coeficiente linear de 0,8433.
Destacando que o processo de otimizacdo foi efetivo e possui resultados

significativos.

Observados vs. Estimados

y =0,8433x + 0,6955

8
7 - R2=0,8433
6 _
g5 |
©
E 4 -
g 5
2 o
1 _
0 I I I
0 2 Obsérvados 6 8
\ y

Figura 7. Analise da otimizac&o daremocdao de Ferro. Valores estimados e observados

em uma equacao linear com coeficiente linear de 0,8433.

A influéncia das variaveis na concentracao final de Ferro nas amostras apos o
tratamento com o BSF é evidenciada nas figuras 8, 9 e 10. Nessas figuras
observamos, respectivamente, a interagcdo da temperatura e concentracdo do BSF,
do tempo e concentragdo de BSF e da temperatura com 0 tempo e como essas

interacOes impactam o processo de remocéo do Ferro.
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Figura 8. Influéncia da temperatura e concentracdo de BSFs na remocé&o de Ferro.

Tendéncia de maior remog&o em temperaturas mais altas, como 28 °C, e concentracdes
de BSFs maiores, como 20 mg/L.
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Figura 9. Influéncia do tempo e concentracdo de BSFs na remocado de Ferro.

Tendéncia de maior remogdo em ensaios de menor tempo, como 30 horas, e
concentracdes de BSFs maiores, como 20 mg/L.
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Figura 10. Influéncia da temperatura e tempo na remoc¢ao de Ferro. Tendéncia de
maior remocao em temperaturas mais altas, como 24 °C, e em ensaios de menor tempo,
como 30 horas

5.5 Andlise de Pareto para Ferro

As variaveis mais importantes na remoc¢do de Ferro estdo demonstradas no
Gréfico de Pareto na figura 11, destacando-se o BSF, o tempo e as interacdes entre

tempo com o BSF e com a temperatura.

Gréfico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(o =0.05)

Fator 20‘1 5

Fatores
T° =temperatura
BSF = biossurfactantes
t=tempo
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-
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3 4 5 6 7 8 9

Efeitos Padronizados
Figura 11. Gréafico de Pareto dos Efeitos Padronizados para ensaios com Ferro.
Determinacao de quais interacdes e/ou variaveis foram mais significativas para a remocao

de Ferro com base nos Efeitos Padronizados, sendo as variaveis BSF e temperatura e as
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interac6es do BSF com o tempo e do tempo com a temperatura as mais significativas. A

diferenca estatistica (p<0,05) entre as variaveis foi feita por two-way ANOVA.
5.6 Ensaio de condutividade

A fim de verificar possiveis alteracées na condutividade das solugdes com metais
qguando adicionados os BSFs, foram realizados testes de condutividade para os
metais Cu (figura 13) e Fe (figura 14). Verifica-se uma diminuicdo significativa na
condutividade nas solucdes tratadas com BSFs em comparacdo com as solucdes

controle, tanto para o Cu quanto para o Fe.

Taxa de diminuigdo da condutividade

40 Cu Controle
—_ Cu tratado com BSF
_ 1
® 30
S
o
o
(]
T 20+
=
5
©
& 10
@)
0 T T
\@ <
0(,\\@ 6\@%
N &
O 20
N
@
00

Figura 12. Taxa de diminuicdo da condutividade para Cobre. Determinacdo dos
valores de condutividade para as solugbes de Cu controle e as tratadas com BSF,
notando-se uma diferenca estatistica entre estes. O simbolo (*) representa diferenca
estatistica significativa entre controle e tratado. A analise estatistica foi feita através

de teste t com p<0,05.
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Figura 13. Taxade diminui¢cdo da condutividade para Ferro. Determinacao dos valores
de condutividade para as solucdes de Fe controle e as tratadas com BSF, destacando-se
uma diferenca significativa entre estes. O simbolo (*) representa diferenca estatistica
significativa entre controle e tratado. A analise estatistica foi feita através de teste t

com p<0,05.
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6 DISCUSSAO

A remediacdo de metais potencialmente téxicos mostra-se um problema urgente
de ser tratado, uma vez que ha poucos avancos nessa area, assim pesquisas como
esta sdo cruciais para o desenvolvimento de novos tratamentos capazes de recuperar
areas afetadas, seja pela industria mineradora ou por quaisquer outros eventuais
agentes contaminadores. Com base nos resultados aqui apresentados e também
presentes na literatura, podemos destacar a importancia dos biossurfactantes no
tratamento de meios poluidos com metais potencialmente toxicos, servindo como
guelantes destes contaminantes.

Devido as caracteristicas proprias de cada classificacdo de biossurfactantes ha
uma divergéncia sobre quais contaminantes se ligardo mais facilmente as moléculas
e, portanto, quais devem ser utilizados. Biossurfactantes de lipopeptideos, como o
produzido por B. amyloliqguefaciens MO13, fazem parte do grupo dos BSFs de baixo
peso molecular e sdo muito eficientes na biorremediacdo, uma vez que possuem alta
capacidade de diminuir a tensé@o superficial do meio e de quelar ions (Mishra et al.,
2021). Considerando que metais sdo compostos inorganicos, sendo assim nao
biodegradaveis, entende-se que para alterar sua toxicidade em determinado ambiente
€ necessario mobiliza-lo de alguma forma, como por ligacdo a alguma molécula capaz
de recupera-lo ou de biodisponibiliza-lo (Pacwa-Ptociniczak et al., 2011).

Dessa forma, os metais positivamente carregados ligam-se facilmente as
moléculas negativamente carregadas de BSF. Essa ligacdo possivelmente ocorre
entre aos aminoacidos presentres nos lipopeptideos, como os do anel proteico da
surfactina, e os metais, havendo indicios de que o Cobre se liga diretamente aos
nitrogénios da amina enquanto outros metais divalentes ligam-se aos oxigénios
remanescentes (Janek et al., 2019). Nao se sabe, por outro lado, onde 0os metais
trivalentes, como o Ferro, ligam-se, entretanto, € possivel que exista uma ligacdo em
mais de um ponto das moléculas do BSF, assim como € possivel que o Ferro esteja
sendo reduzido a Ferro divalente devido a algum ponto do processo de
biorremediacdo. O complexo entre metal-lipopeptideo possivelmente deve-se a
ligacbes de Van der Waals, sendo que ligagdes de hidrogénio ajudam a estabilizar
esse complexo (Janek et al., 2019).

Como é possivel observar na figura 1, cada BSF interage mais com alguns metais

€ menos com outros, isso se deve as caracteristicas especificas das moléculas que
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compdem o BSF. No caso do BSF utilizado esperava-se que houvesse uma interacéo
maior com 0s metais Zinco e Chumbo (de Franca et al., 2015; Singh & Cameotra,
2013), no entando pouco houve remocao destes metais quando usado o tratamento
com BSF (tabela 1). Possivelmente esse processo esteja ocorrendo devido a uma
provavel presenca de Sodio no BSF produzido por B. amyloliquefaciens,
remanescente do seu processo de producdo, uma vez que o Sddio acaba ligando-se
no BSF justamente nos pontos de interagdo mais disponiveis ao Zinco e Chumbo, ndo
permitindo que a ligacdo ocorra (Hong et al.,, n.d.)). Sabendo desse possivel
interferente foi realizada uma dialise do BSF em questéo para tentar diminuir o efeito
do Sadio na ligacdo dos metais com 0 BSF, no entanto ndo se mostrou efetiva (dados
ndo mostrados), sendo talvez necessario modificar o processo de remoc¢éo do Sédio.
Quanto a baixa efetividade na remocdo do Cromo, Cadmio e Cobalto (tabela 1),
entende-se que possivelmente esses metais ligam-se em sitios do BSF que ja estdo
ocupados e, portanto, ndo ocorre a interacao.

O processo de otimizacdo para remocdo do Cobre demonstrou-se satisfatério,
uma vez que as variaveis foram significativas (tabela 2) e a comparacgéo entre valores
observados e esperados também (figura 2) que contém um R2 satisfatorio e maior que
0,75, aceitavel em processos de otimizacdo (Moore et al.,, 2013). Dessa forma,
observamos pelos gréficos de superficie de resposta do Cobre uma clara tendéncia
de remediacdo em temperaturas mais baixas, concentracdo de BSFs maiores e
ensaios de maior duracéo (figuras 3, 4 e 5). Entretanto, ao analisar a influéncia de
cada variavel e interacdo no resultado final de remocdo do Cobre percebemos um
predominio da interacdo BSF e tempo (figura 6), destacando que talvez a temperatura
nao seja relevante para a remoc¢ado do Cobre. O aumento na agitacdo das moléculas
proporcionado pelo aumento da temperatura pode nao influenciar tanto na interacao
do Cobre, ndo sendo assim uma variavel tdo influente na remocao do mesmao.

Quando analisamos o processo de otimizacéo de remocéo do Ferro verificamos
gue também foi satisfatorio, devido a significancia das variaveis, destacada na tabela
3, e também da comparacao de valores observados e esperados (figura 7) que contém
um R2 satisfatorio e maior que 0,75, aceitavel em processos de otimizacédo (Moore et
al., 2013). Os graficos de superficie de resposta do Ferro (figuras 8, 9 e 10) evidenciam
uma tendéncia de remediacdo em temperaturas mais altas, concentracdo de BSFs
maiores e ensaios de menor duragdo. Por meio do grafico de Pareto (figura 11)

verificamos que as variaveis mais influentes na remocdo do Ferro foram a
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concentracdo dos BSFs e temperatura, assim como as interacdes entre o BSF e
tempo e entre temperatura e tempo. Assim, destaca-se a influéncia de diversos
pontos, possivelmente devido ao Ferro estar presente na forma trivalente e, portanto,
ligar-se de maneira mais complexa ao BSF, sendo fundamental uma alta agitagéo das
moléculas do sistema para que esse processo ocorra e eventualmente ndo permitindo
uma ligacdo tdo estavel, uma vez que com periodos maiores de tempo a interacao
possivelmente se quebra.

Com base em diversos estudos (Mishra et al., 2021; Sarubbo et al., 2022), ha a
possibilidade dos BSFs utilizados estarem formando micelas no processo de
biorremediacdo e essa estrutura auxiliar na remocéo dos metais. A biorremediacao
por biossurfactantes muitas vezes da-se por meio do sequestro dos contaminantes
pelas micelas, uma vez que BSFs sdo moléculas anfifilicas com alta capacidade de
formar micelas (Mulligan, 2005)

Quando verificamos a influéncia da adicdo de BSFs na condutividade das
solugdes (figuras 12 e 13) deduzimos que ha entre os metais e os BSFs algum tipo de
ligacdo, uma vez que sem os BSFs a condutividade da solu¢cédo é maior, ou seja, ha
mais ions livres conduzindo energia, enquanto quando em presenca dos BSF ha
menos ions livres resultando em uma menor condutividade (Luna et al., 2016). Tal
ensaio corrobora com a hipétese de que esteja havendo ligacdo entre as moléculas
dos BSFs e 0s metais analisados.

De modo geral, seja por meio de ligacdes de Van der Waals ou formacéo de
micelas, h& evidéncias de que biossurfactantes lipopeptidicos, como o utilizado nesse
trabalho, atuam ativamente na remocao de Cu e Fe dos meios aguosos, sendo
necessario ainda compreender melhor por qual mecanismo essa remocao esta

ocorrendo.
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7 CONCLUSAO

A extracdo de metais pela mineracdo € extremamente necessaria para vida
como conhecemos e para novos avangos tecnoldgicos, assim € impossivel
simplesmente extingui-la para evitar os danos consequentes desse processo. Por
conseguinte, torna-se fundamental existirem alternativas que tratem dos efeitos ao
ecossistema causados pela mineracéo. Dentro disso, a utilizacao de biossurfactentes
para biorremedicdo de metais potencialmente toxicos mostra-se uma boa opc¢éo de
tratamento, uma vez que nao afeta o ambiente com outros tipos de contaminantes.

Nesse trabalho, foram realizados ensaios de biorremediacdo de metais
potencialmente toxicos através do uso do biossurfactante produzidos por B.
amyloliquefaciens MO13. Tais ensaios tiveram o objetivo de verificar a efetividade do
uso de BSFs para esse tipo de tratamento e ainda otimizar esse processo, buscando
as melhores condi¢des de biorremediacéao.

Os experimentos com Zinco, Cromo, Cadmio, Cobalto, Chumbo, Ferro e Cobre
demonstraram maiores taxas de remocao para Cobre e Ferro. Estes seguiram para
ensaios de otimizagao par uma remog¢ao mais efetiva, onde notou-se principalmente
uma influéncia do aumento da concentracao de BSFs. O aumento da temperatura teve
influéncia positiva para o Ferro e negativa para o Cobre. Ja4 0 maior tempo teve o
resultado oposto, positivo para o Cobre e negativo para o Ferro. Por meio dos ensaios
com Cobre e Ferro, foram obtidas taxas de remocdo de 73,45 e 86,85%,
respectivamente, demonstrando a relevancia e aplicabilidade deste trabalho.

A partir disso, foram levantadas hipoteses de como os biossurfactantes podem
estar atuando para a remocao destes metais, dentre elas ha a possibilidade de
ocorrerem ligacoes de Van der Waals entre os metais e os BSFs ou entdo estar
ocorrendo o sequestro dos metais pelas micelas formadas pelos BSFs.

Apesar de observada uma boa otimizagéo, sdo necessarios mais estudos para
verificar a condigdo 6Otima de remocdo destes metais, partindo dos estudos aqui
presentes e aumentando a variacdo dos parametros analisados. Além disso,
pesquisas in silico mostram-se fundamentais para entender melhor o processo de
interacdo dos metais com as moléculas dos BSFs e assim aumentar a efetividade do
processo de remocdo. Por fim, é importante haver estudos que visem a aplicagdo

dessa ferramenta em meios contaminados reais, possibilitando sua utilizagéo pratica.
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