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through soil washing using biosurfactants
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RESUMO
A mineracdo de ouro € uma das principais fontes de contaminacao
de arsénio (As) no Quadrildtero Ferrifero em Minas Gerais. O As é um
elemento toxico capaz de causar sérios danos a salde humana. Com o
objetivo de investigar formas mais ecoldgicas e igualmente eficientes
para a remocdo de As em solos, empregou-se a técnica de lavagem
de solos (soil washing) com uso de extratos com biossurfactantes (BS)
visando promover a mobilizacdo do As contido em solo de mina de ouro
abandonada. Para a producdo dos extratos, foram selecionadas duas
culturas mistas de bactérias produtoras de BS (MPCB e MPBR) tolerantes
a alta concentracgdo de arsénio (8 mg.L". Os tensoativos produzidos foram
estaveis em ampla faixa de pH, 3-11; temperatura, 28-50°C e salinidade,
1-5% NaCl (pv"). Nos testes de lavagem de solo, em pH 11, as remogoes
de As obtidas com os extratos MPCB (14,01 e 1372%) e MPBR (1204 e
12,31%) foram superiores aquelas obtidas com solucdes a 1% (pv") dos
surfactantes comerciais SDS (087 e 071%); saponina (057 e 055%)
e lecitina de soja (205 e 263%). Os resultados dos testes em coluna
foram igualmente influenciados pelo pH e pela proporcao solidoiliquido.
As maiores remogdes de As: 2543% (MPCB) 2243% (MPBR) foram
obtidas em pH 11, na proporcao 140 (gmL", apds 10 ciclos de extragao.
Os extratos MPCB e MPBR removeram o As sollvel em agua, os ions
ligados ao carbonato e aqueles adsorvidos. Ambos 0s extratos tiveram
comportamento semelhante ao acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e

ao extrato de cultura microbiana comercial (GorduraKIin®).
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ABSTRACT
Gold mining is one of the main sources of Arsenic (As) contamination in
Minas Gerais, particularly at the Iron quadrangle. Arsenic is a toxic element
that causes damage to human health. The soil washing technique
using biosurfactants (BS) containing extracts was tested to promote
the mobilization of the As contained in some soil samples collected in
an abandoned gold mine, to investigate an environmentally friendly but
equally efficient alternative to remove As from soils. Two mixed cultures
of biosurfactant-producing bacteria (MPCB and MPBR), both adapted
to the cultivation at high As concentrations (8 mg.L"), were selected for
extracts production. Surfactants were stable over a wide pH range, 31;
temperature, 28-50°C and salinity, 1-5% NaCl (pv"), and promoted the
mobilization of As. The pH and solid:liquid ratio influenced the removal
efficiency of the tested extracts. The highest removals were obtained at
pH 11.0 and a solidliquid ratio of 1:40 (@mL". Under pH 1.0, the arsenic
removal results obtained with MPCB (1401 and 13.72%) and MPBR extracts
(1204 and 12.31%) were superior to those obtained by using 1% (w/v)
solutions of the commercial surfactants SDS (0.87 and 0.71%), saponin
(057 and 055%) and, soy lecithin (205 and 263%). The pH and the
solid: liquid ratio influenced the results of the column tests. The highest
As removals: 2543% (MPCB) and 2243% (MPBR) were obtained after
10 extraction cycles, at pH 11 and 1:40 ratio (g.mL"). The extracts MPCB
and MPBR removed the water-soluble arsenic as well as the carbonate
associated As and the adsorbed ions. Both extracts behaved similarly to

EDTA and the commercial microbial extract (GorduraKlin®).
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INTRODUCAO

O arsénio (As) é um elemento toxico bioacumulativo considerado um
agente cancerigeno e perturbador endécrino (O’DAY, 2006). O As existe
essencialmente no meio ambiente em quatro estados de oxidagéo (-3, 0,
+3 e +5), e sua toxicidade depende principalmente da sua estrutura
quimica e do seu estado de oxidagao (O’DAY, 2006). Desde 1993, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2011) recomenda um limite
maximo de concentragdo de As de 10 pug.L"! para agua de consumo
humano (SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002).

As principais fontes antropogénicas de As sao a contaminagao dos
solos por agrotéxicos arsenicais, a fundi¢io de metais, a queima de com-
bustiveis fosseis e a ma disposicao de residuos industriais nas ativida-
des de mineragdo de metais ndo ferrosos (SMEDLEY; KINNIBURGH,
2002). A regido do Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais é citada
como uma das localidades no mundo com ocorréncia de contaminagio
por As pelos longos anos de exploragdo mineral, com destaque princi-
pal para a mineracgdo de ouro (FIGUEIREDO; BORBA; ANGELICA,
2007; BORBA; FIGUEIREDO; MATSCHULLAT, 2003).

O ouro é encontrado frequentemente na natureza associado a mine-
rais sulfetados contendo As, como é o caso da arsenopirita (FeAsS),
mineral arsenical mais abundante na natureza (O’DAY, 2006) e no
Quadrilatero Ferrifero (FIGUEIREDO; BORBA; ANGELICA, 2007).
Na mineragido de ouro, ¢ formada uma grande quantidade de rejeito
contendo arsenopirita que podera ser oxidada via O, (Equagéo 1) ou
via Fe*® (Equagdo 2) por meio de processos inorganicos ou bioldgicos,
como na presenga da bactéria ferro oxidante Acidithiobacillus ferrooxi-
dans que acelera a taxa de oxidagdo da arsenopirita, liberando as espé-
cies de As (ALTUN et al., 2014).

FeAsS+2H,0 +3.50, — FeAsO,.2H,0+SO,> +2H" (1)
FeAsS+13Fe™ +8H,0 — 14Fe™ + H,AsO, + SO;> +13H* )

Um método alternativo utilizado para recuperagdo de solos e
rejeitos contaminados com As que vem sendo estudado é a lavagem
de solo (soil washing) (USEPA, 2002) utilizando biossurfactantes (BS)
(GUSIATIN, 2014; WANG; MULLIGAN, 2009; MULLIGAN, 2005).
Os BS sdo capazes de remover o As contido no solo por meio da sua
mobilizacio para fase liquida, que é tratada posteriormente. Os BS sdo
moléculas sintetizadas por organismos vivos como bactérias, fungos
e plantas e sdo empregados em diversos setores industriais (BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000). Uma das potenciais aplicacdes ambien-
tais dos BS é o seu uso na biorremedia¢do de solos contaminados por
compostos organicos, metais e metaloides téxicos. As principais van-
tagens do uso dos BS comparado ao dos surfactantes sintéticos sio sua
baixa toxicidade, biodegradabilidade e alta tolerancia a amplas faixas
de temperatura, pH e salinidade (SANTOS et al., 2016).
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A proposta desta pesquisa é avaliar o desempenho de BS produzi-
dos por culturas microbianas mistas para remocdo de As em solo con-
taminado coletado em uma mina de ouro abandonada e compara-los

com diferentes agentes extratores.

METODOLOGIA

Amostras de solo

Realizou-se a amostragem na mina de ouro desativada Chico Rei, em
Ouro Preto (MG), Brasil. As amostras de solo foram coletadas a 20 cm
de profundidade, utilizando pas, e acondicionadas em sacos plasticos.
As amostras foram secas a temperatura ambiente e homogeneizadas
por quarteamento e peneiramento mecénico. Escolheu-se a fragao do
solo com granulometria inferior a 0,25 mm para os testes subsequentes.
O pH e o potencial de oxirredugao (Eh) de suspensdes de solo (razdo
solo:agua = 1:2,5, p.v'!) foram determinados utilizando-se medidor
digital de pH/mV (DIGIMED, DM-20) com eletrodo combinado de
platina-Ag/AgCl (DMR-CP1). Apos digestdo com agua-régia (LOPES,
2014), determinou-se a composi¢ao quimica do solo, por espectrome-
tria de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
(Spectro, modelo Ciros CCD). A analise mineraldgica por difragao de
raio X (XRD) e as andlises microscopicas do material foram previa-

mente realizadas e descritas por Lopes (2014).

Culturas microbianas

Empregaram-se culturas mistas de bactérias redutoras de sulfato
(BRS) com tolerancia a presenca de ions arsenicais obtidas e manti-
das no Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Federal de Ouro
Preto (MATOS et al., 2017). Dez conso6rcios microbianos foram tes-
tados quanto a sua capacidade de produgdo de BS por meio dos testes
de emulsificacdo e tensdo superficial. Selecionaram-se duas culturas,
denominadas MPBR e MPCB - de acordo com cddigos aleatérios
internos criados no laboratdrio que se referem as culturas mistas de
microrganismos obtidas utilizando-se os meios de cultura Postgate
B e C e ainda em processo de identificagao (ARAUJO, 2019) -, por
apresentarem as maiores redugdes nas tensoes superficiais. Além das
culturas MPBR e MPCB, empregou-se uma cultura comercial (GK)
obtida com base no enriquecimento do material biolégico presente no
produto comercial GorduraKlin® (Bio-System Internacional/Bio-Brasil
Limpeza Bioldgica Ltda). Esse produto é um bioaditivo recomendado
para limpeza de caixas de gorduras e, segundo dados do fabricante,
“é composto pelos micro-organismos Bacillus subtilis e Pseudomonas
stutzeri”, capazes de sintetizar os BS surfactina e ramnolipideo, respec-
tivamente, e ainda por “Escherichia hernanii e Bacillus sp”. Os extratos
produzidos pela cultura GK foram usados para compara¢io com as
culturas MPBR e MPCB.
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Producao dos biossurfactantes

Utilizou-se o0 meio de cultura liquido para produgao de BS, meio S, cuja
composi¢io é: MgSO,.7H,0 (0,5g.L");KCL(0,1 gL ") K,HPO, (0,1g.L");
FeSO,.7H,0 (0,01 g.L); CaClZ.ZHZO (0,01 g.L'); NaNO, (7,0 g.LY);
extrato de levedura (0,1 g.L'"); glicose (10,0 g.L") e glicerol (0,5 g.L').
Ap6s o preparo, o pH do meio era neutralizado (se necessario) com adi-
¢d0 de solucdes de HCl ou NaOH (1 M) e esterilizado (120°C, 1,5 atm,
20 min). Os cultivos foram feitos em condi¢des aerdbias usando fras-
cos de vidro de 500 mL com 15 cm de didmetro contendo 100 mL de
meio de cultivo esterilizado e concentragio inicial de in6culo de apro-
ximadamente 10 g.L! de massa celular imida das culturas selecionadas
(MPBR, MPCB e GK). Os frascos foram incubados em agitador orbital
(150 rpm, 30°C, 5 dias). Findo o tempo de cultivo, o meio de cultura foi
centrifugado (10.000 rpm, 20 min) e filtrado em papel filtro (3 micras).
Os sobrenadantes de cultura, livres de células, assim obtidos (extratos

de BS) foram utilizados nas demais etapas experimentais.

Atividade e estabilidade dos biossurfactantes

Para determinagdo da atividade dos BS, realizaram-se os testes de
indice de emulsificagdo (IE,,) e de determinagao de tensao superficial
pelo método Du Nouy. A estabilidade dos extratos de BS avaliou-se
em diferentes temperaturas (25 e 50°C), valores de pH (2, 4,7,9 e 11)
e concentragdes salinas (1 e 5% de NaCl, p.v'). O pH das solugdes foi
ajustado pela adi¢ao de solu¢des de HCl ou NaOH, (2 mol.L*). As amos-
tras foram agitadas (150 rpm, 25 ou 50°C, 24 h) antes de serem subme-
tidas aos testes de determinacédo de atividades surfactante.

A capacidade de emulsificagdo (IE,,) foi avaliada adicionando-se 2 mL
de parafina liquida padrio analitico e 2 mL de extrato de BS em tubos de
ensaio de vidros. As misturas foram agitadas por 5 min (vortex, Mixar, série
7787) e deixadas em repouso por 24 h. O IE , é dado pela proporgao rela-
tiva percentual da altura de fase emulsionada em fungao da altura total da

coluna de liquido na mistura (TECHAOEI et al., 2007), conforme Equagao 3.

Altura da emulsificagdo formada
IE,, =

x100% 3)
Altura total da coluna de liquido

Realizou-se a determinac¢io da tensdo superficial pelo método
de deslocamento do anel de platina em um tensidmetro (método Du
Nouy). A tensdo superficial foi obtida por meio do valor da tensao dada
por mN.m™ no tensidmetro apds o anel se desprender da interface do

extrato de BS com o ar.

Lavagem de solo: soil washing

Foram feitos testes de lavagem de solo utilizando-se frascos de
vidro (50 mL), mantidos sob agitagdo (agitador orbital Quimis,
Modelo 0816M20), visando analisar a remo¢do de As na amostra de
solo. Para avaliar os efeitos do pH, da temperatura e da salinidade nos
extratos, empregaram-se as seguintes condigdes: razio sélido:liquido
1:10 (p.v'); pH 3,0, 4,5, 7,0, 8,5 e 11,0; temperatura 28 e 50°C; salini-
dade 1 e5% (p.v'); agitagdo 150 rpm; 48 h. Avaliou-se o efeito do tempo
sobre a atividade dos extratos com a mesma proporgao sdlido:liquido e
mesmas salinidades e agitacdo. Empregaram-se os valores de pH 4,5, 8,5
e 11,0; temperatura de 28°C; nos tempos de 0, 1,2, 4, 8,12, 16, 20,24 e
48 h. Para analise do efeito da propor¢éo solido:liquido, utilizaram-se
as propor¢des 1:40, 1:20,1:15, 1:10, 1:5, 1:4 e 1:2,5 (p.v''). Fixaram-se
as seguintes condi¢oes: pH 11,0; 28°C; NaCl 1% (p.v!); 150 rpm; 48 h.
Para comparar a remogio de As com extratores comerciais, foram rea-
lizados testes com os BS comerciais lecitina de soja e saponina, com
surfactante dodecil sulfato de sddio (SDS), com o agente quelante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e com o extrato de BS GK na con-
centragdo de 1% (p.v''), exceto para o extrato GK. As condigdes expe-
rimentais empregadas foram: proporgéo (1:10 p.v''); pH 4,5, 8,5 ¢ 11,0;
28°C; 1 e 5% de NaCl (p.v'); 150 rpm; 48 h. Por fim, houve testes utili-
zando diferentes agentes extratores para determinagdo da solubilidade
do As com base nas diferentes fases minerais do material coletado na
mina de Chico Rei. Tais testes de solubilidade seguiram os procedimen-
tos propostos para extragdo sequencial de fragoes de As em sedimen-
tos (JAVED; KACHANOSKTI; SIDDIQUE, 2013) e para solubilizacao
de metais pesados (PIRES; MATTIAZZO, 2007). A Tabela 1 apresenta
os extratores empregados e suas concentragdes e pH, as fracdes de As

removidas e os possiveis mecanismos envolvidos em sua solubilizagéo.

Tabela 1- Agentes extratores utilizados para remocao de arsénio (As). Possiveis mecanismos envolvidos.

Agente extrator Fracdo removida Possiveis mecanismos de solubilizacdo Referéncia

Agua destilada As soluvel

Dissolucdo com agua.

Acetato de sodio (10 M, pH 8,2) As fracamente adsorvido

Troca ibnica do As com o acetato.

Acetato de sodio (IM, pH 50) As ligado em carbonatos

(JAVED; KACHANOSKI;
SIDDIQUE, 2013)

Liberacao do As pela dissolucao
dos minerais contendo carbonatos.

CaCl, .0 M, pH70) As facilimente trocavel

Troca idnica do As com os fons de cloro.

NaH,PO, (10 M, pH 50) As fortemente adsorvido

Troca idnica do As com os ions PO,2.

Acidos organicos O] M (acético 0043 M,
citrico 0031 M, latico 0021, oxdlico 0005)

As fortemente e
fracamente adsorvido

provenientes de sitios de adsorcao mais especificos.

(PIRES; MATTIAZZO,
2007)

Troca ibnica das formas de As mais Iabeis e
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Apds os testes de lavagem de solo, as amostras foram centrifu-
gadas (10.000 rpm/20 min) e filtradas em papel de filtro qualitativo
(3 micras) e membrana microporosa de acetato de celulose de 0,45 pm.
Os filtrados foram preservados com a adigdo de 100 uL de HNO, e
enviados para andlise por ICP-OES. Os resultados sao as médias arit-

méticas das replicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao do solo da mina de Chico Rei

De acordo com a classificagdo granulométrica (NBR 6502; ABNT, 1995),
mais de 50% do solo foi classificado como arenoso fino. O solo tem
pH dcido, 3,48, e Eh positivo, Eh +479,9 mV. A analise por XRD indi-
cou um solo altamente intemperizado com a presencga das fases cris-
talinas de quartzo, caulinita e muscovita (LOPES, 2014). A muscovita
é um mineral micdceo, ou seja, pertence ao grupo mineral com boas
propriedades adsorventes de metais e espécies arsenicais, que podem
precipitar na presenca de Fe*? (LOPES, 2014). A andlise da composi-
¢do quimica do material apontou altas concentragdes de As (4598,541),
Al (3683,127), Mn (5766,289) e Fe (87779,136), em mg.kg"' de solo.
Os principais resultados obtidos estdo na Tabela 2. A composigdo desse
material é semelhante aos resultados de andlises de outros solos de
minas de ouro (WANG; MULLIGAN, 2009). Os resultados mostram
que o solo é contaminado por As, e assim, caso esse residuo venha a
sofrer um processo de lixiviagdo, deve-se considerar o risco potencial

de contaminagio de corpos ddguas.

Efeito do pH, temperatura e salinidade

sobre as atividades dos biossurfactantes

Os testes de tensdo superficial e emulsificagdo foram realizados com os
extratos de BS visando avaliar sua estabilidade e seus potenciais usos em

processos de biorremediagao de solo. Os valores da tensdo superficial

e do indice de emulsificagdo obtidos estdo na Figura 1. Os resultados
mostraram que os consorcios microbianos MPBR e MPCB séo capa-
zes de produzir BS com estabilidade em uma faixa ampla de tempe-
ratura (28-50°C), pH (4-11) e salinidade (1-5% NaCl). As tensoes
superficiais ficaram na faixa de 28 a 33 mN.m, indicando que ambos
os extratos MPBR e MPCB apresentam boas atividades superficiais.
Os indices de emulsificagio foram testados apenas na temperatura de
28°C, e os resultados mostraram que ndo houve mudangas significati-
vas na capacidade emulsificante dos extratos com BS MPCB e MPBR
variando as condigdes de pH e salinidade. Os indices de emulsifica-
¢do detectados para os extratos MPCB e MPBR permaneceram entre
8,3-8,5 € 11,8-12,5%, respectivamente.

Os BS sdo capazes de reduzir a tensdo superficial da 4gua por sua
propriedade anfifilica de poder atuar na superficie do liquido, diminuindo

as forcas de coesdo entre as moléculas de dgua e, consequentemente,

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas do solo da mina de Chico Rei.

. Composicao
0, 1
Granulometria (%) elementar** (mg.kg* de solo)

0250 <@ <0420 mm 2330 As/As*** 4598541/2.76049
0105 < @ <0250 mm 2580 Cd 15877
0088 < ¢ <0105 mm 587 Cu 63976
0053 < ¢ <0083 mm 2867 Ni 105,301
0044 < <0053 mm 1126 Pb 25428
0044 < ¢ <0037 mm 334 Zn 61,230

@ <0037 mm 177 Fe 87779136
pH* 348 Al 3683127

Eh* +4799 mV Mn 5766,289
Minerais Qz, Ka, Um Mg 906028

*Medidas feitas com solu¢des suspensas na propor¢ao 1:2,5 (solo:agua);

Qz: quartzo (SiO,); Ka: caulinita (Si,ALO(OH),); Mu: muscovita (KALSI,AIO ,(OH,F).);
**concentracao total das amostras de solo digeridas; ***as total/concentracao de As
encontrada na faixa granulomeétrica de diametro 0105 < ¢ < 0,250 mm usada para

0s testes desta pesquisa.

Figura1- Valores da tensao superficial e indice de emulsificacdo ap6s 24 h (IE,,) dos extratos de biossurfactantes (BS) das culturas MPBR e MPCB em

pH 4,7, 9 e 11, temperatura de 28 e 50°C e salinidade de 1 e 5% NaCl (p.v").
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ocasionando a diminui¢do desse fendmeno fisico. Um bom tensoa-
tivo pode reduzir a tensao superficial da 4gua de 72 para 35 mN.m"
(SANTOS et al., 2016). Dessa forma, as redugdes das tensdes super-
ficiais do meio de cultura atingidos apds os cultivos microbianos dos
consorcios MPCB e MPBR, de 68 para 28 mN.m", indicam indireta-
mente as sinteses de compostos tensoativos. As redugdes das tensdes
superficiais encontradas para os extratos MPCB e MPBR também
foram compativeis com aquelas descritas na literatura como caracte-
risticas dos BS ramnolipideos (29 mN.m™), surfactinas (27 mN.m™") e
sorolipideos (29 mN.m™") (SANTOS et al., 2016). A medida da tensio
superficial, entretanto, nao nos permite quantificar a produgio de BS
na solugéo. Isso ocorre porque ha um limite do numero de moléculas
dos BS que podem permanecer na superficie do liquido que é atingido
na concentragdo micelar critica (CMC). Apds esse valor, a adigdo de
novas moléculas ndo mais interfere sobre o valor da tensédo superficial.

Os BS também podem atuar como agentes emulsificantes na for-
magdo de emulsdes que sdo sistemas heterogéneos constituidos de,
pelo menos, dois liquidos imisciveis, os quais estdao, um, em uma fase
dispersa e, o outro, em uma fase continua (SANTOS et al., 2016).
Um emulsificante bom e estavel precisa atingir um indice de emulsdo
de 24 h igual ou maior que 50% (WILLUMSEN; KARLSON, 1996).
Seguindo esse critério, os extratos de BS MPCB e MPBR néo apresen-
taram emulsoes estaveis e, portanto, ndo sao bons agentes emulsifican-
tes. A baixa capacidade de emulsificacdo pode fazer com que os extra-
tos obtidos ndo sejam ideais para biorremediacio de solos impactados
com contaminag¢io de petroleo (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA,
2000). Apesar de os extratos de BS ndo formarem emulsdes estaveis,
tal fato ndo interferiu em suas boas atividades superficiais (diminui¢ao
da tensdo superficial) porque, embora ambas as propriedades sejam
basicas para os BS, elas raramente estdo associadas entre si (BALAN;
KUMAR; JAYALAKSHM]I, 2017).

Na temperatura de 50°C, as tensdes superficiais exibiram valores
um pouco menores que os observados a 28°C, o que era esperado, uma
vez que a temperatura é diretamente proporcional a agitagio média de
atomos e moléculas. Logo, o aumento da temperatura causa aumento
médio da agita¢do térmica das moléculas, o que amplia a distancia
média entre elas, diminuindo as forcas coesivas intermoleculares, que
sdo responsaveis pelo fenémeno da tensdo superficial (CARDOSO;
TOLENTINO, 2005). Dessa forma, espera-se diminuigdo da tensido
superficial dos liquidos quando hd aumento de temperatura.

Avaliaram-se os extratos em diferentes pH, e os resultados mostra-
ram que houve discreto aumento da tenséo superficial com o aumento
do pH nos extratos de BS MPBR e MPCB. Os BS sdo moléculas orga-
nicas complexas que contém grupos hidrofilicos, como aminoacidos,
fosfato e acido carboxilico, que podem sofrer alteragdo dependendo
do pH do meio. Um exemplo é o BS ramnolipideo, que tem sua ten-

sdo superficial aumentada com o aumento do pH pela desprotonagdo
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do seu grupo carboxilico provocando aumento das forgas repulsivas
entre as moléculas do BS (WANG; MULLIGAN, 2009). Alguns BS,
como surfactina e ramnolipideo, também podem sofrer precipitagdo
em pH dcidos e perder sua atividade tensoativa.

Analisaram-se as tensdes superficiais dos extratos com BS nas
concentragdes salinas de 1 e 5% NaCl, e os resultados mostraram que
ndo houve influéncia significativa na medida da tensao superficial dos
extratos nas concentragdes salinas estudadas. O fato desses BS serem
tolerantes a concentragdes salinas elevadas é uma vantagem para justi-
ficar seu uso, uma vez que os surfactantes convencionais perdem suas
fungdes tensoativas em ambientes com concentragdes salinas maiores
que 3%. Testes realizados por Helvaci, Peker e Ozdemir (2004) mos-
traram que a adi¢do de NaCl fazia com que os grupos carboxilas dis-
sociados de ramnolipideos sofressem neutralizagdo pela blindagem
eletrostatica dos ions Na*, ocasionando redugéo da tensio superficial.

Testaram-se os efeitos sobre a mobilizacdo do As com os extratos de
BS MPCB e MPBR variando temperatura, pH e salinidade. Foram usa-
dos o meio de cultivo microbiano e a 4gua destilada como amostras
de controle. Nao foram encontradas presengas significativas de As nos
extratos de BS e nem nas amostras de controle nos testes de caracte-
rizagdo das amostras por ICP-OES, capaz de detectar concentragdes
de até 0,01ug.L" de As. Os resultados obtidos por meio dos testes de
remocdo de As pelos extratos de BS, variando as condi¢oes de tempe-
ratura, pH e salinidade, sdo apresentados na Figura 2.

Os extratos de BS foram mais eficientes na mobilizagdo de As que
as amostras de controle, em todas as condigdes testadas. Além disso, os
extratos ndo tiveram suas capacidades de mobilizar o As alteradas com as
temperaturas e salinidades testadas, indicando que sio tolerantes as con-
digdes mais drasticas, podendo assim serem empregados em processos
em que temperatura e salinidade sejam varidveis. Tanto a dgua destilada
quanto o meio de cultura microbiano tiveram comportamentos parecidos,
o que indica que nenhum componente do cultivo teve influéncia signi-
ficativa no comportamento de mobilizagdo do As pelos extratos de BS.

Somente o pH apresentou influéncia significativa na remogéo
do As para os dois extratos de BS. Houve uma maior extracdo de As
com o aumento do pH para 11. Os valores encontrados para extragao
de As com os extratos MPCB e MPBR em pH 11 foram na faixa de
50.000-65.000 ug. L. Diferentemente da maioria dos cations de metais
pesados (Pb*, Cu*?, Cd*? Co*?, Ni*?, Zn*?), a maioria dos oxidnions
tende a se tornar mais fracamente adsorvida 8 medida que o pH se eleva
(SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002). Dessa forma, é possivel que o As na
forma de oxidnions tenha aumentado sua solubiliza¢do pelo aumento
do pH. Contudo somente o aumento do pH nao é capaz de explicar a
diferenca de remogdo entre as amostras de controle e os extratos de BS.

A pesquisa realizada por Wang e Mulligan (2009) testou a eficién-
cia de remogao de As em rejeito de minas utilizando uma mistura de

BS ramnolipideos JBR425, assim como os resultados desta pesquisa, a
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maior remogao foi em pH 11. Segundo os autores, hd varios motivos

para o aumento da mobilizagdo do As pelo aumento do pH:

« o meio fortemente alcalino ioniza os grupos carboxilicos encontra-
dos nesse BS, aumentando, assim, a quantidade de sitios de ligagoes
para interagir com metais catidnicos, os quais podem se ligar com o
As por meio de ligagdes metdlicas, aumentando sua solubilizagao;

o meios alcalinos aumentam a dissolugdo de material organico que
pode liberar o As para o meio;

» aadigdo do BS ao meio faz com ele seja adsorvido na superficie
do solo de mineragao, aumentando sua densidade de grupos fun-
cionais com cargas negativas. Quanto maior o pH, mais negativo
o potencial, o que leva a um aumento das interagdes eletrostaticas

repulsivas que favorecem a mobilizagdo dos 4nions arsenicais;

e é comprovado que em pH alcalinos ha uma redugido da tensdo
interfacial entre o BS e o solo, permitindo a amplia¢do da mobili-

zagdo de As adsorvido no solo.

Influéncia do tempo de

contato na mobilizacdao do As

Realizaram-se testes de lavagem de solo usando 3 g de solo para 15 mL
(1:3, p.v") do extrato de BS MPBR e MPCB variando o tempo de con-
tato de 0 a 48 h para identificar a influéncia do tempo na mobiliza¢ao
do As. Como o pH foi a inica variavel testada que influenciou conside-
ravelmente na remogéo de As, esses testes foram feitos fixando a tem-
peratura em 28°C e a concentragéo salina em 1% e variando o pH em

4,5, 8,5 e 11. A Figura 3 apresenta as concentragdes de As removidas

Figura 2 - Testes de lavagem de solo para remocao de arsénio (As) a 28 e 50°C, em pH 3,0, 4,5, 7,0, 8,5 e 11,0 e salinidade 1 e 5% NaCl (p.v").

Figura 3 - Concentracdo de arsénio (As) removida em funcdo do tempo para extrato MPBR e MPCB a 28°C, em pH 3,0, 4,5, 7,0, 8,5 e 11,0, temperatura

de 28°C e salinidade 1% NaCl (p.v?).
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em fun¢ao do tempo para os extratos MPBR e MPCB. Os resultados
apontam para uma relagdo direta: quanto maior o tempo de contato,
maior solubilizacido de As pelo extrato MPBR e MPCB, sobretudo em
valores de pH mais elevados. A remogido de As em fungio do tempo
teve comportamento linear para o MPBR e logaritmica para o MPCB.
Na Tabela 3, encontram-se os dados relativos a analise do comporta-
mento dos extratos para cada condigao.

Assumiu-se que o estado de equilibrio foi atingido quando néo
houve mais efeito consideravel do tempo com a concentragio de As
dessorvido. Para os pH 4,5 e 8,5, o estado de equilibrio foi atingido
no intervalo entre 4-8 h tanto para o extrato MPBR quanto para o
MPCB. Contudo nio se atingiu o estado de equilibrio para o pH
11,0 em nenhum dos dois extratos de BS. E provavel que o equilibrio
possa ser atingido em um tempo maior que o tempo de 48 h. Wang e
Mulligan (2009) atingiram o estado de equilibrio no intervalo entre
12-24 h usando solugdes de ramnolipideos para remover As em rejeitos
de minas. Ja Mukhopadhyay et al. (2015) realizaram testes de remo-
¢d0 de As em solo usando o BS saponina e encontraram o estado de
equilibrio no tempo de 4 h, e a cinética de dessor¢do do As foi melhor

descrita pelo modelo logaritmico de Elovich.

Efeito da mobilizacao do As
variando a proporc¢ao de solo
Realizaram-se testes de lavagem de solo variando as proporg¢des de
solo:extrato na condi¢do de 28°C, 1% NaCl e pH 11 por 48 h. Os resul-
tados encontrados estdo na Figura 4. Observou-se que houve aumento
da remogdo de As com o aumento da quantidade de BS presente nos
extratos, indicando que essas biomoléculas tiveram papel importante na
mobilizagao do As. Enquanto a 4gua destilada foi capaz de solubilizar
apenas 0,12% de As na proporg¢io de 1:40, os extratos de BS MPCB e
MPBR foram capazes de remover 25,43 e 22,43% de As, respectivamente.
A dessor¢ao de As pela presenca de BS nos extratos pode ocorrer
por diferentes mecanismos. O BS pode promover a dessor¢do do As
do solo por meio do seu acimulo na interface liquido:sélido, redu-
zindo a tensdo superficial e permitindo o contato direto entre BS e

As para a formagdo de complexos que sdo liberados do solo para a

solugdo (WANG; MULLIGAN, 2009; MILLER, 1995). Outro possi-
vel mecanismo é a complexagéo das formas de As livres na solugao de
modo que ocorra a dessor¢do de As pelo deslocamento de equilibrio
conforme os principios de Le Chatelier (MILLER, 1995). Um terceiro
mecanismo descrito é a dessor¢do por troca idnica caso o BS seja anio-
nico, o que poderia permitir que os oxiénions arsenicais fossem libe-
rados (SANTOS et al., 2016).

Agentes extratores quimicos versus

extratos de biossurfactantes MPCB e MPBR

Os experimentos de extragdo foram realizados com diferentes agen-
tes extratores quimicos com a finalidade de comparar a eficiéncia dos
BS comerciais e dos extratos de BS MPCB e MPBR. Em todos os tes-
tes foram usados 20 mL de agente extrator para 2 g de solo (1:10 p.v!)
sob agitagdo a uma temperatura de 28°C 150 rpm por 48 h. Os testes
baseiam-se em duas metodologias: uma para extracdo sequencial para
fragoes de As em sedimentos (JAVED; KACHANOSKI; SIDDIQUE,
2013) e outra para solubiliza¢ao de metais pesados (PIRES; MATTIAZZO,
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Figura 4 - Porcentagem total de remogao de arsénio (As) em funcéo da
proporc¢ao sélido:liquido (pv™".

Tabela 3 - Andlise da linearidade das varidveis remocao de arsénio (As) versus tempo sob diferentes condi¢des experimentais: extrator MPBR e
MPCB, temperatura 28°C, pH 4,5, 8,5 e 11,0 e propor¢des solido:liquido de 1:10 p.v'.

MPBR (28°C; pH 4.5; 1% NaCD =1842X + 4638 0924
MPBR MPBR (28°C; pH 85;1% NaCD Y =15691X + 3060 0961
MPBR (28°C; pH 11,0; 1% NaCD Y =5079X +16,89 0977
MPCB (28°C; pH 4.5; 1% NaCl) Y =4636.2In(X) + 51089 0953
MPCB MPCB (28°C; pH 85; 1% NaCl) Y =67355In(X) + 77629 0916
MPCB (28°C; pH 11,0; 1% NaCl) Y =16.207In(X) + 22638 0953

o Eng Sanit Ambient | v.25 n4 | jul/ago 2020 | 543553

549




Coelho, RS. & Teixeira, MC.

2007). A porcentagem de remogao de As foi dada em relagdo a quanti-
dade de As total encontrada na digestao da amostra de solo por dgua-
-régia. Os resultados da remogdo de As para cada agente extrator sdo
apresentados na Figura 5.

Apenas 0,04% do As total presente na amostra foi dissolvido em dgua
destilada, pH 7, comprovando a existéncia de uma pequena fragdo de
As facilmente solivel em agua (JAVED; KACHANOSKI; SIDDIQUE,
2013). Apesar de se tratar de um percentual pequeno, pelo elevado
conteudo de As na amostra, a concentragdo de As dissolvido em agua
destilada atingiu valores médios de 110 pg.L!. Tais valores sdo mais
de 10 vezes superiores ao valor maximo de As permitido em 4gua para
consumo humano, que ¢ de 10 ug.L"' (OMS, 2011). Isso indica que o
solo da mina de Chico Rei é uma potencial fonte de liberagdo de As
para meios hidricos por meio de lixiviagdo provocada por dguas que
possam entrar em contato com o solo mesmo que em pH neutro, por
exemplo, a percolagdo das dguas de chuvas. O cloreto de calcio, por
sua vez, solubilizou 0,16% (675,74 ug.L'1) do As presente na amostra.
Trata-se de um agente extrator que promove a solubilizagdo do As por
meio da troca ionica dos ions cloro (Cl) com ions arsenicais facil-
mente trocaveis (JAVED; KACHANOSKTI; SIDDIQUE, 2013). O ace-
tato de sédio em pH 8,2 e pH 5,0 removeu, respectivamente, 0,46 e
0,64% do As do material. Em pH 8,2, o acetato de sddio remove o As
facilmente adsorvido, enquanto, em pH 5,0, esse extrator é capaz de
remover também os atomos de As associados a carbonatos por meio
da dissolugdo desses minerais.

As solugodes extratoras de fosfato monosédico (NaH,PO,) e de
acidos organicos apresentaram resultados mais relevantes, com remo-
¢do de 17,24 e 9,40% de As, respectivamente. Os ions fosfato (PO,?)
podem realizar troca idnica dada a semelhang¢a com os ions arseni-

cais AsO,” e AsO,” que estdo fortemente adsorvidos no solo. No caso

20+ H,0, pH7,0
18| 7274 CaCl,, pH7,0
{ ESXY CH,00Na, pH 8,2
16 [ CH,00Na, pH 5,0
14 - B2 Acidos organicos, pH 1,8
1] NaHPO,, pH 5,0
| E==IMPBR, pH11,0
10 E==IMPCB, pH 11,0

Remocao As (%)

4.
2]

0z 7

zINN\\INNN}
Agentes Extratores

Figura 5 - Remocdo de arsénio (As) utilizando diferentes agentes
extratores em diferentes valores de pH.
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da solugdo de acidos orgénicos, a atividade extratora é fundamentada
no mecanismo de troca idnica com os ions acetato (presente no acido
acético) e por dissolucdo acida de minerais contendo As confirmada
pela solubilizagdo concomitante de outros elementos contaminantes
(PIRES; MATTIAZZO, 2007). Além do As, a solugio fosfato monossd-
dico (NaH,PO,) removeu 10,61% de Al, 7,62% de Fe e 1,60% de Mn, j&
os 4cidos orgéanicos removeram 18,87% de Al 38,59% de Fe e mais de
42% de Mn. Apesar da lixiviagdo acida ser eficiente para extragdo de
metais, ela apresenta significativas desvantagens ambientais e econd-
micas porque afeta fortemente a estrutura mineral e bioldgica do solo
e gera dguas residudrias que demandam altos custos em tratamento
(DERMONT et al., 2008).

Do ponto de vista dos extratos bioldgicos, objeto central desta pes-
quisa, os extratos MPCB e MPBR solubilizaram, respectivamente, 11,84
€9,03% do As total das amostras de solo. As concentracdes de As nos
extratos MPCB e MPBR foram de 24.933,9 e 32.690,3 ug.L™" respecti-
vamente. Esses valores estdo proximos das remogdes encontradas para
os 4cidos organicos e o monofosfato de sédio (NaH,PO,), porém nao ¢
possivel comparar a eficiéncia dos BS com os outros extratores porque
estes ainda ndo foram quantificados. De modo diverso desses agentes
extratores, os extratos de BS MPCB e MPBR removeram especifica-
mente o As da amostra, ndo apresentando remogdes significativas de
outros elementos, como Al, Fe e Mn, que exigem mais esfor¢os para o
pos-tratamento. Esses resultados indicam que o As mobilizado pelos
extratos ndo dependeu expressivamente de uma possivel presenca de
cidos organicos ou de ions fosfatos.

Os extratos MPCB e MPBR tiveram remog¢des proximas as encon-
tradas por Wang e Mulligan (2009), que obtiveram remogao de 6,32%
de As para rejeitos de solo mineracao. Pelo patamar de remogao de As
(Figura 5), pode-se inferir que os extratos de biossurfactantes remove-
ram tanto as fragdes de As soltivel em dgua quanto aquelas facilmente
trocaveis, fracamente adsorvidas ou fortemente adsorvidas a carbona-
tos, visto apresentarem resultados superiores quando comparados aos
extratores dgua destilada, cloreto de célcio, acetato de sédio (solugdo
alcalina) e acetato de sddio (solugéo acida), respectivamente. A fragdo
residual representa o maior percentual de As em solos naturais (maio-
res que 50%). Por se tratar de uma fragdo muito estavel cuja solubili-
zagdo se obtém, geralmente, com emprego de agentes extratores for-
temente acidos, essa fracdo representa baixo risco, pois dificilmente
0 As nela contido sofrera mobilizagao por agentes naturais (WANG;
MULLIGAN, 2009).

Agentes extratores comerciais versus

extratos de biossurfactantes MPCB e MPBR

Foram feitos testes de lavagem de solo utilizando saponina, lecitina de
soja, SDS, EDTA e extrato GK para comparar com suas remogdes com

os extratos de BS. Os resultados das remogdes encontram-se na Figura 6.
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O SDS e a saponina resultaram na menor remogao de As, os valores
obtidos foram inferiores a 1%. Comparando-se esses resultados aos da
extragio com CaCl,, pode-se pressupor que ambos extratores remo-
veram apenas o As presente nas fases facilmente soluveis e trocaveis.
O SDS ¢ um surfactante quimico sintético, enquanto a saponina é um
surfactante de origem natural. Ambos apresentam bons desempenhos
comprovados na remogao de metais toxicos catidnicos em solos conta-
minados, sendo a saponina mais eficiente que o SDS para a remogéo de
cétions Cu*?, Pb*?e Zn*? (CHEN; HSIAO; CHEN, 2008). O SDS é um
surfactante anionico que pode, por a¢ao de seus grupos funcionais de
natureza hidrofilica, interagir com céations metalicos promovendo sua
remocao do solo. A saponina, em contrapartida, é um surfactante nao
i6nico e remove os cations metalicos por meio da formagao de comple-
xos entre seus grupamentos carboxilicos e os metais. Contudo ambos
extratores nao apresentam grupamentos ativos com afinidade por fons
de natureza anionica, formas sob as quais o As é encontrado na natureza.

Em testes de lavagem de solos feitos por Mukhopadhyay et al.
(2013), 0 SDS e a saponina (C52H84021'2H20) removeram 47,1 € 61,9%
de As presente na amostra solida. Todavia foram utilizadas amostras
de solo artificialmente contaminadas por arseniato de sddio heptahi-
dratado (Na,HAsO,.7H,0). Dessa maneira, o As pode ter sido mais
facilmente removido quando comparado a um solo natural onde as
interagoes entre o elemento e as fases minerais sdo naturalmente mais
complexas e estaveis, tornando mais dificil a remogdo do As contido
no solo natural quando comparado as amostras artificialmente con-

taminadas. Em contrapartida, quando o SDS foi testado para lavagem

30 [1SDS
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| Y] Lecitina
B MPCB
1E=MPBR
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Remocao As(%)
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A: pH 45; NaCl 1%; B: pH 4.5; NaCl 5%; C: pH 8,5; NaCl 1%; D: pH 8,5; NaCl 5%;
E: pH 110; NaCl, 1%; F: pH 11.0; NaCl 5%.

Figura 6 - Remocdo de arsénio (As) utilizando diferentes extratores:
saponina, lecitina de soja, SDS, EDTA e extratos de biossurfactantes
(GK,MPBR e MPCB) que se referem as culturas mistas de microrganismos
obtidas utilizando-se o produto comercial GorduraKlin® e os meios de
cultura Postgate B e C sob diferentes condi¢cdes experimentais (28°C).
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de solos de rejeito de mineragao de atividade industrial, foi consi-
derado de pouca eficiéncia para remogao de As (CHOI et al., 2013).
Testes de lavagem de solo realizados para remogao de As em rejeito de
minerag¢do usando saponina obtiveram remogdes entre 15,9 e 24,8%
de As, porém a capacidade de remogao do As foi diretamente vincu-
lada com a capacidade do BS em se ligar com Fe** e liberar As para o
meio (GUSIATIN, 2014). Dessa forma, a eficiéncia do surfactante para
remocao de As no solo dependera muito das caracteristicas do solo.

A lecitina de soja apresentou remogdo de As entre 3 e 5%. A leci-
tina é um tensoativo natural muito utilizado na industria alimenticia,
porém nao se encontra mengao na literatura a respeito de sua utiliza-
¢do para biorremediagdo de solo contaminado por metais ou meta-
loides toxicos. Nesse estudo experimental, contudo, sua eficiéncia de
remocao foi superior a observada para os surfactantes SDS e saponina,
independentemente das condigdes empregadas, sendo, portanto, con-
siderada melhor op¢do de mobilizagdo de As do que os surfactantes
rotineiramente empregados e citados na literatura para remogio de
contaminantes inorganicos.

Entre os agentes extratores utilizados, o EDTA apresentou os melho-
res resultados: 24,77% de remogio de As. Sua capacidade de remogio,
porém, dependeu do pH e da salinidade do meio. O EDTA nao é um
surfactante, trata-se de um agente quelante que é o principal agente
utilizado na remo¢ao de metais toxicos de fases solidas (DERMONT
et al., 2008). O EDTA é aparentemente ineficiente para remogdo de
metais anidnicos como os oxidnions arsenicais. Mas o EDTA pode
liberar As por meio da dissociagdo de dxidos e hidréxidos de ferro e
manganés pela complexacio dos seus cations (DERMONT et al., 2008).
A principal vantagem do uso do EDTA para lavagem de solo compa-
rado com a extragdo com 4cidos fortes é o0 menor comprometimento
da estrutura do solo tratado. Em contrapartida, a principal desvanta-
gem do seu uso é o alto custo associado e sua baixa biodegradabilidade,
que faz 0 EDTA persistir por muitos anos no meio ambiente podendo
provocar a remobiliza¢io de metais toxicos (DERMONT et al., 2008).

O extrato de BS GK foi produzido para ser um padrdo de compa-
ragdo com os extratos MPBR e MPCB. Seus testes de tensdo superfi-
cial apresentaram um valor de 28 mN.m™ indicando que suas bactérias
produziram BS, provavelmente, surfactina e ramnolipideo. Assim como
nos testes de Wang e Mulligan (2009), o extrato GK demonstrou maio-
res remogoes no pH 11, removendo mais de 9% do As.

Os extratos de BS MPBR e MPCB promoveram maijores remogoes
de As no pH 11, removendo 12,04 e 14,10% respectivamente, e tive-
ram comportamento parecido com o EDTA e o extrato GK. Somente o
EDTA apresentou maiores remogoes de As que os extratos MPBR e
MPCB. Ambos os extratos tiveram influéncia do pH nos seus compor-
tamentos para remogao de As, porém essa influéncia s6 foi nitida no
pH mais bésico (pH 11). Nos pH 4,5 e 8,5, os extratos tiveram remo-

¢des proximas as da lecitina de soja e do extrato GK. E possivel que os
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extratos tenham BS com grupos funcionais, como o grupo carboxilico
presente no EDTA e nos ramnolipideos, que possam formar comple-
x0s estaveis com fons metélicos e que se potencializam na remogéo de

As em meios alcalinos.

CONCLUSAO

Nesta pesquisa, identificaram-se culturas mistas de bactérias, MPBR e
MPCB, as quais sdo capazes de produzir extratos de BS com potencial

uso para biorremediagdo de solos contaminados com As. Os extratos

tiveram redugdes das tensdes superficiais satisfatorias e foram estaveis
em ampla faixa de temperatura, pH e concentragéo salina. Os extratos
de BS das culturas MPCB e MPBR tiveram sua capacidade de mobili-
zagdo de As aumentada com o aumento do pH; as maiores remogdes
foram obtidas nos testes de lavagem de solo realizados em pH 11 e pro-
porgdo 1:40 (solido:extrato), em 48 h. Os extratos de BS removeram
0 As facilmente soluvel e trocéavel, ligado a carbonatos e fracamente e
fortemente adsorvido. Além disso, as remocdes de As obtidas com o
uso dos extratos bioldgicos foram maiores que aquelas obtidas com uso

dos surfactantes SDS, saponina e lecitina de soja (1% p.v?).
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