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RESUMO

A busca por fontes alternativas de recuperagdo e
separacdo dos elementos puros de terras-raras (TRs) é
vista como uma acdo prioritaria e estratégica por
diversos paises demandantes desses elementos. Em
alternativa aos processos classicos de extracdo de TRs, o
processo de biossor¢do vem sendo avaliado, em uma
combinacdo da biotecnologia e metalurgia extrativa.
Sendo assim, o presente trabalho buscou avaliar a
capacidade da biomassa imobilizada da bactéria
Bacillussubtilis na biossor¢cdo de lantanio (TR leve) e
samario (TR médio), visando seu uso na separagdo
desses elementos. As maiores porcentagens de
biossor¢do de lantanio (La) e samario (Sm) em sistemas
mono-elementares corresponderam a 94,4% e 94,9%,
respectivamente, a partir de concentrag¢des iguais (C;) a

15 mg/L. Em solug¢Bes com C; = 100 mg/L, 89,3% de La e
91,9% de Sm foram biossorvidos. O mesmo
comportamento pode ser observado para a solugdo bi-
elementar La+Sm, onde 79,9% de La e 88,8% de Sm
foram biossorvidos em solugdes com C; = 15 mg/L, e,
69,4% de La e 83,4% de Sm foram biossorvidos em C;
=100 mg/L. A aplicagdo dos dados obtidos aos modelos
de adsorg¢do de Langmuir e Freundlich demonstrou que
as isotermas de adsorgdo obtidas para La e Sm em
ambos os sistemas avaliados foram satisfatorias para
ambos os modelos, sugerindo a ocorréncia da
biossor¢cdo em monocamada assim como condigGes
heterogéneas na superficie, onde ambas condigcGes
podem co-existir sob as condicbes experimentais
testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillussubtilis, imobilizagdo celular, alginato de calcio, biossor¢do, terras-raras

EVALUATION OF THE USE OF BACTERIAL IMMOBILIZED BIOMASS IN LIGHT AND
MEDIUM RARE-EARTH ELEMENTS BIOSORPTION

ABSTRACT

The search for alternative sources of recovery and
separation of pure rare earth elements (REE) is a priority
and strategic action by several countries demanding
these elements. As an alternative to classical processes
of extraction of REE, the biosorption process has been
evaluated in a combination between biotechnology and
extractive metallurgy. Therefore, the present work
aimed to evaluate the capacity of immobilized biomass
of Bacillus subtilis to the biosorption of lanthanum (light
REE) and samarium (medium REE), aiming its use in the
separation of these elements. The highest percentages
of lanthanum (La) and samarium (Sm) biosorption in
single-element systems corresponded to 94.4% and
94.9%, respectively, from an initial concentration (;C) of

15 mg/L. In solutions with ;C= 100 mg/L, 89.3% of La and
91.9% of Sm were biosorbed. The same behavior can be
observed for the bi-elemental solution La + Sm, where
79.9% of La and 88.8% of Sm were biosorbed in
solutions of ;C= 15 mg/L, and 69.4% of La and 83.4% of
Sm were biosorbed in ;C= 100 mg/L. The application of
the data obtained to the adsorption models of Langmuir
and Freundlich showed that the adsorption isotherms
obtained for La and Sm in both systems were
satisfactory for both models, suggesting the occurrence
of monolayer biosorption as well as heterogeneous
surface conditions, where both conditions can co-exist
under the experimental conditions tested.

KEYWORDS: Bacillus subtilis, cell immobilization, calcium alginate, biosorption, rare-earth elements
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1 INTRODUCAO

O alto custo dos processos de separacdo dos elementos de terras raras (TRs) visando a
obtencdo de compostos mais puros acaba por elevar o valor de mercado destes elementos, pois,
em geral, estes processos envolvem varias etapas de extracdo por solventes e/ou o uso de
resinas de troca-ibnica e tais tecnologias poucos paises as dominam (Silva Junior & Campos,
2016, Vera, 2015). A troca ibnica é preferencial para o polimento dos produtos obtidos da
lixiviagdo e extragao por solventes, devido a baixa concentragdo das TRs a serem retiradas da
solucdo (Fernandez & Garcia Alonso, 2008, Streat, 1986, Texier et al., 2002).

Em alternativa aos métodos classicos, a biossor¢cdo tem sido descrita na literatura
cientifica como um bioprocesso com potencial para a recuperacdo das TRs por diferentes
espécies microbianas (Andrés et al., 2000, Das, 2010, Das et al., 2014, Muraleedharan et al.,
1994, Takahashi et al., 2005, Takahashi et al., 2010, Tsuruta, 2002, 2005, 2006a, 2006b, 2007).
biossorcao consiste num processo de adsorcdo que se refere a ligacdo passiva de ions metalicos
por biomassa viva ou morta. Entretanto, estudos revelam que se pode ter uma melhor eficiéncia
no processo biossortivo, quando os micro-organismos sdao imobilizados em matrizes porosas
(Arica et al., 2004, Corréa et al., 2017, Giese et al., 2016).

A tecnologia de imobilizagdo celular consiste no confinamento fisico das células em uma
regido definida de espaco para uso em processos biotecnolégicos de operacdo continua ou
descontinua possibilitando a reutilizacdo das mesmas (Covizzi et al., 2007, Giese, 20153, b). A
maioria dos processos fermentativos industriais convencionais utiliza células livres em suspensao,
porém o uso de microrganismos imobilizados permite um aumento da produtividade devido a
elevada concentracdo de células (Freeman & Lilly, 1998) e, no caso dos processos de biossorcado,
um aumento na eficiéncia da recuperacdo de elementos metdlicos devido ao aumento da
presenca de grupos funcionais (Michalak et al., 2013).

Tendo em vista a possibilidade da aplicacdo dos biossorventes na recuperacao de TR sem
solucdes diluidas, este trabalho teve como objetivo determinar a saturacdo do biossorvente
constituido pela biomassa da bactéria Bacillus subtilis imobilizada em matriz de gel de alginato de
calcio e enquadrar os dados de equilibrio em modelos de isotermas de adsorcdo dos elementos
lantanio (La) e samario (Sm) em regime de batelada.

2 ASPECTOS TEORICOS

O alginato é um polissacarideo linear constituido por unidades de acido manurénicoe
acido gulurénico, unidas por ligacGes glicosidicas do tipo B-(1->4) e a-(1->4), respectivamente.
Estes polissacarideos podem ser isolados a partir de algas marrons ou também produzidos por
bactérias dos géneros Pseudomonas e Azotobacter. As propriedades mecanicas das esferas de gel
de alginato obtidas dependem basicamente de sua composicdo monomérica e do grau de
polimerizacdo, sendo que a capacidade de formar gel depende da presenca de ions divalentes
como Ca** ou Mg®* assim como de residuos de acido gulurdnico (Fraser & Bickerstaff, 1997).

As esferas de alginato sdo comumente obtidas através da técnica do gotejamento de
solucdo de alginato de sédio (2-5 %, m/v) contendo células microbianas em solugdo de cloreto de
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calcio (CaCly) utilizando-se uma bomba peristaltica, conforme ilustrado na Figura 1. A formacao
do gel de alginato de cdlcio consiste em uma reacdo denominada gelificacdo i6nica, na qual os
jons Ca’*em solucdo se ligam aos residuos de guluronato ou manurato (Giese, 2015b). A alta
concentracdao da matriz polimérica favorece a formacao de esferas compactas com superficies
uniformes, as quais apresentam alta resisténcia mecanica e estabilidade tanto durante o
processo fermentativo quanto durante o tempo de estocagem (Culpi et al., 2010,Vos et al.,
20009).

'3i"a+t + células o &

-8
-
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&

Figura 1: Técnica de gotejamento para imobilizagao celular em matriz de alginato de célcio (Giese, 2015b).

Micro-organismos imobilizados em gel de alginato de calcio vém sendo utilizados em
diversas aplicacdes biotecnolégicas tais como fermentagdes para a producdo de biocombustivel,
farmacos, vitaminas, entre outros (Giese, 2015a); em processos de biorremediacdo, biolixiviacdo
e tratamento de drenagem dacida de mina (Giese, 2015b); assim como em processos de
biossorcdo de metais pesados e TRs (Aricaet al., 2004, Corréa et al., 2017, Michalak et al., 2013).

O gel de alginato de calcio é considerado um biossorvente eficaz para TRs, tais como
lantanio (La) e neodimio (Nd). Wang et al. (2013) sintetizaram um gel de alginato-acido y-
poliglutdamico (PGA) que apresentou capacidade maxima de adsorcdo (gmsx) de 1,65 mmol Nd/g e
capacidade de reutilizagdo por até oito ciclos consecutivos de absor¢do-dessor¢cdo sem danos ao
gel. Em outro estudo, os pesquisadores compararam a gmsx de adsorgdo de La pelo gel de
alginato e pelo gel de alginato-PGA. As isotermas avaliadas resultaram em um valor de gmsx de
0,59 mmol La/g para o gel de alginato e de 1,18 mmol La/g para o gel de alginato-PGA. Através de
andlises de espectroscopia de infravermelho (FT-IR) ficou demonstrado que a adicdo de PGA
tornou as esferas de gel de alginato mais porosas e suscetiveis a adsor¢cdao-complexacdo com La
(Xuet al., 2015).
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Por outro lado, o uso de biossorventes formados pela adicdo de células microbianas a
matriz de alginato tem favorecido o aumento da eficiéncia dos processos de biossorcdo destes
elementos. Os micro-organismos sdo amplamente estudados quanto ao seu potencial como
biossorventes por apresentarem uma darea superficial elevada em relagao ao seu pequeno
tamanho, o que facilita o processo de adsorcdo dos ions metdlicos presentes em solucdo
(Vijayaraghavan & Yun, 2008).

O estudo cinético da biossor¢do de La, em concentragdes entre 10 e 100 mg/L, pelas
biomassas imobilizadas em gel de alginato das microalgas Ankistrodesmus sp. e Golenkinia sp.,
demonstraram que o biossorvente imobilizado teve o mesmo comportamento das células livres,
sendo que o equilibrio cinético foi alcancado rapidamente nos primeiros minutos em contato.
Porém, quando analisados os dados das isotermas no equilibrio, a gmsx aumentou de 100 mg La/L
(0,72 mmol La/L) para 150 mg La/L (1,08 mmol La/L) para as biomassas livres e imobilizadas de
Ankistrodesmus sp., respectivamente; e, de 100 mg La/L (0,72 mmol La/L) para 50 mg La/L (0,36
mmol La/L)para as biomassaslivres e imobilizadas de Golenkinia sp., respectivamente (Corréa, et
al., 2017).

Dentre as cepas bacterianas estudadas como biossorventes de TRs destacam-se as
pertencentes aos géneros Bacillus (Takahashi et al., 2005, Tsuruta, 2007), Streptomyces (Tsuruta,
2006a), Pseudomonas (Andres et al., 2000, Texier et al., 2002) e Myxococcus (Merroun et al.,
2003).

A parede celular da bactéria B. subtilis apresenta um sitio de ligacao especifico para TRs, o
qual apresenta menor afinidade para TRs leves e maior afinidade para TRs pesadas,
especialmente quando o processo de biossor¢cdo é conduzido na faixa de pH entre 2,5 e 4,5
(Martinez et al., 2014). Esta preferéncia na biossorcdo ocorre devido as TRs se ligarem aos sitios
ativos da B. subtilis através da formacdo de complexos com grupos fosfato por ligacdes do tipo
fosfoéster, sendo que as ligacdes com TRs pesadas apresentam um numero de coordenacao
maior com o fosfato que as ligacdes com TRs leves (Takahashi et al., 2010).

Porém, estudos utilizando biossorventes formados pela combinacdo de biomassa
bacteriana e gel de alginato para aplicacdo na biossorcdo de TRs sdo ainda escassos, sendo
necessaria a investigacdo das condicdes ideais para que este tipo de biossorvente possa ser
utilizado para esta finalidade.

3 MATERIAIS E METODOS

A partir de placas de Petri pré-existentes contendo a biomassa de B. subtilis, uma algada
desta colonia foi transferida para frascos Erlenmeyer de 500mL contendo 200mL de meio de
cultivo (extrato de levedura, 5 g/L; triptona de soja (TSB), 30 g/L), os quais foram mantidos sob
agitacdo constante a 150 rpm durante 72h a 30°C, para o crescimento das bactérias. Apds este
periodo, o cultivo foi interrompido e distribuido em tubos Falcon de 50mL para centrifugacdo a
4000 rpm por 15 min em temperatura ambiente.

A biomassa sedimentada recebeu pré-tratamento com solucdo de NaCl 1M durante 1h. A
etapa de imobilizacdo celular foi realizada a partir da mistura das células de B. subtilis a 120 mL
de solugdo de alginato de sédio 2% m/v. Com auxilio de uma bomba peristéltica, foram gotejados
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10 mL de solucdo de alginato de sédio + B. subtilis em um frasco de Erlenmeyer de 125 mL
contendo 15 mL de solugdo CaCl, 1M.

Os experimentos de biossorcdo em batelada foram realizados a partir de solucbes
sintéticas de cloretos de La e Sm, com sistemas mono-elementares (La ou Sm, separadamente) e
bi-elementares (La+Sm).Nos ensaios de biossorcdo, para cada concentracdo inicial das espécies
estudadas, foram realizados testes em duplicata. Cada Erlenmeyer contendo cerca de 1,10 g de
biossorvente B. subtilis-alginato recebeu 20 mL de solucdo de TRs. Em seguida os Erlenmeyers
foram submetidos a agitacdo constante por 1h a 100 rpm e 30°C. Para a construgdo das
isotermas de adsorcao, as seguintes concentracdes de TRs foram avaliadas: 15, 30, 50, 75 e 100
mg/L. A determinagdo da concentragdo final de La e Smem solugdo foi realizada utilizando
espectrometria de emissdo déptica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES, marca Horiba,
modelo ULTIMA 2).

O processo de biossorcdo foi expresso pela capacidade de adsor¢dao(q) do biossorvente B.
subtilis-alginato em miligramas de TRs adsorvidos por grama de massa seca do biossorvente (mg
TR/g) e pela eficiéncia de remocdo (%) de TRs, as quais foram calculadas através de Equacdes (1)
e (2), respectivamente (Kratochvil & Volesky, 1998).

Ci—Ce
q=(==).v (1)

Ci—Ce

%=( ).100 (2)

1

em que, C; é a concentragdo inicial de TRs em solugdo (mg/L); C. é a concentragdo em
equilibriode TRs em solu¢do (mg/L); m é a massa do biossorvente na mistura reacional (g); V é o
volume da mistura reacional (L).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade de adsorcdo e a forca com a qual as TRs se ligam aos materiais
biossorventes podem ser avaliadas quantitativamente através de isotermas. As isotermas de
adsorcdaofornecem informacgdes importantes sobre o mecanismo de biossorcdo, através de
parametros de ajustes obtidos de modelos matematicos que os representam tais como Langmuir
e Freundlich (Das, 2010). A eficiéncia da biossorcdao dependera principalmente de parametros
como concentracdo dos ions, concentracdo de biomassa biossorvente, pH da solucdo e
temperatura.

A avaliacdo quantitativa da biossorcao de La e Sm pelo biossorvente B. subtilis-alginato foi
realizada através de experimentos em diferentes concentragdes iniciais de La e Sm como descrito
nas Tabelas 1 e 2. Pode-se observar que a eficiéncia de remocaoem % de La e Sm ndo apresentou
alteracdo significativa (p <0,05) com o aumento das concentragdes iniciais destas TRs em solucgao.
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Tabela 1: Capacidades de biossorcdo e % de diferentes concentragdes iniciais (Ci,icia)) de La para o biossorvente B.

subtilis-alginato.

Ciniciarde La q Biossorcao
(mg/L) (mg/g) (%)

22,3 19,12 +0,19 94,39+0,95
37,2 31,38 +0,45 92,88+1,33
51,8 43,73 +0,19 92,95+0,41
93,2 77,52 0,45 91,58+0,53
100 81,10 +0,64 89,30+0,71

Tabela 2: Capacidades de biossor¢do e % de diferentes concentragdes iniciais (Cinicia) de Sm para o biossorvente B.

subtilis-alginato.

Ciniciarde Sm q Biossorcao
(mg/L) (mg/g) (%)

14,7 12,67+0,03 94,90+0,19
24 20,71+0,00 95,00+0,00
48,7 41,91+1,09 94,7612,47
68,7 57,5810,26 92,2910,41
100 83,51+0,83 91,9510,92

Porém, a capacidade de adsor¢do (g) para estes elementos aumentou em fun¢do do
aumento da concentragdo de TRs em torno de 81,10 mg La/g (0,58 mmol La/g) e 83,51 mg Sm/g
(0,56 mmol Sm/g). Estes resultados indicam que possivelmente sitios energeticamente menos
favoraveis se envolvem no processo de biossor¢cdao quando a concentracdo de TR em solucdo
aumenta. A captagao de TR poderia entao ser creditada a diferentes mecanismos de troca-idnica
ou de adsorcdo; e tanto o gel de alginato de cdlcio utilizado como suporte ou a biomassa da
bactéria B. subtilis podem estar contribuindo na performance de biossor¢do das TRs avaliados.
Acredita-se que uma investigacdo mais aprofundada deve ser realizada para esclarecimentos
sobre os mecanismos fisicos, quimicos ou bioldgicos envolvidos.

Os estudos de equilibrio da biossorcao de La e Sm pelo biossorvente B. subtilis-alginato
foram processados utilizando modelos de isotermas de Langmuir (Langmuir, 1918) e Freundlich
(Freundlich, 1906). A isoterma de Langmuir é utilizada para uma sor¢cdo em monocamada na
superficie da particula, a qual contém um determinado nimero de sitios livres para realizar a
biossorgao, e pode ser expressa pela Equagao (3).

Ce= 1 + 1 Ce (3)
Qe QmK, Kp

onde Ce é a concentracdo da TR em solucdo no equilibrio (mg/L); Qe é quantidade de TR
adsorvida por grama do biossorvente (mg/g); Q. é uma constante relacionada com a energia de
adsorcdo (L/mg) e K. é a constante de Langmuir da capacidade de adsorcdo tedrica na
monocamada (L/g).

A isoterma de Freundlich estd baseada na sorcdo de superficies heterogéneas, e é dada
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log (w/z) = log K+ (1/n) log (Ce) (4)

onde w é a massa da TR em solucdo (mg); z é a massa do biossorvente (g); Ce é a
concentracdo da TR em solucdo no equilibrio e K e n sdo constantes de Freundlich relacionadas a
capacidade de adsorcdo e a intensidade de adsorcdo respectivamente.

A capacidade de adsorcdo das espécies idnicas de La e Sm pelo biossorvente B. subtilis-
alginatoem sistemas mono-elementares, ou seja, sistemas contendo as TRs avaliadas
separadamente, estdo apresentadas na Figura 2.
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0 2 4 6 8 10 12

Concentragio no equilibrio (mg/L)

Figura 2: Capacidade de adsorg¢ao das espécies La e Sm pelo biossorvente B. subtilis-alginato em sistemas mono-
elementares.

De acordo com os dados apresentados na Figura 2, o biossorvente B. subtilis-alginato
aparentou exibir uma leve preferéncia pela sor¢cdo de TRs médias em relacdo as TRs leves
(Sm>La). Esta preferéncia também foi observada na Figura 3, a qual apresenta asisotermas de
adsorcdo das espécies idnicas de La e Sm em sistemas bi-elementares, ou seja, sistemas
contendo as TRs avaliadas conjuntamente.
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Figura 3: Capacidade de adsorg¢ao das espécies La e Sm pelo biossorvente B. subtilis-alginato em sistemas bi-
elementares.
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Porém, a afinidade do material biossorvente pelas TRs deve ser avaliada pelo ajuste dos
dados experimentais de biossorcdo aos modelos de isotermas previamente descritas. Os
parametros das isotermas de Langmuir e de Freundlich, calculados para todas as espécies
testadas nos sistemas mono- (La ou Sm) e bi-elementares (La+Sm) estdo apresentados na Tabela
3.

Tabela 3: Parametros de Langmuir e Freundlich para a biossor¢ao de La e Sm pelo biossorvente B. subtilis-alginato.

Sistemas mono-elementares | Sistemas bi-elementares
Isotermas Adsorvato
La Sm La (La+Sm) Sm (La+Sm)
Langmuir Qm (L/mg) 0,10 0,12 0,05 0,12
K. (L/g) 161,3 166,7 66,2 69,4
R? 0,94 0,91 0,89 0,88
RL 0,06 0,05 0,22 1,04E-01
Freundlich K 1,06 1,10 1,22 1,16
n 0,97 0,98 0,93 0,97
1/n 1,03 1,02 1,08 1,03
R? 0,99 0,99 0,99 0,99

O parametro K. nos ensaios em sistemas mono-elementaresapresentou valores
expressivos (161,3 L/g para La e 166,7 L/g para Sm), representando grande afinidade do
biossorvente pelas TRs quando avaliadas separadamente. Nos ensaios bi-elementares, os valores
do parametro K, diminuiram quase 3 vezes (66,2 L/g para La e 69,4 L/g para Sm).

Os valores obtidos para K, demonstraram que o Sm é removido da solucdo e adsorvido
mais rapidamente que o La. Entretanto, os valores calculados para este parametro sao muito
similares de maneira que os mesmos nao sao suficientes para inferir tal informacdo. No caso da
biossorcdo de La e Nd pela macroalga Sargassum sp., os valores de K, obtidos foram maiores para
La (505,11 L/g) em comparagdo com Nd (481,80 L/g), demonstrando a preferéncia da alga
marrom pela adsorc¢do de TRs leves (Oliveira et al., 2012).

As regressdes lineares apresentaram boas aproximacoes, conforme pode ser observado
em seus coeficientes de correlacdao (R?) em ambas as isotermas para os dois sistemas avaliados.
Pode-se observar que o modelo de isoterma de Langmuir se adaptou adequadamente aos pontos
experimentais quando as espécies ibnicas La e Sm foram tratadas isoladamente, pois
apresentaram valores deR%entre 0,94 e 0,91, respectivamente. No caso da biossor¢do destas TRs
em sistemas bi-elementares, a competicdo de La e Sm pelos sitios ativos de adsorcdo presentes
no biossorvente B. subtilis-alginato, em todos os contatos, pode ter feito com que os ajustes para
esse modelo testado apresentassem valores menores em termos de R? (0,89 para La e 0,88 para
Sm).

Para o modelo de isoterma de Freundlich, os valores de R para La e Sm em ambos os
sistemas mono- e bi-elementares foram iguais a 0,99, apresentando melhor ajuste dos dados
experimentais. Os valores de n encontrados, relativo a distribuicdo das espécies i0Onicas de La e
Sm ligadas aos sitios ativos do biossorvente avaliado, foram bem préoximos a 1, porém um pouco
ainda menores. Uma adsorc¢do favoravel apresenta valores para a constante n entre 1 e 10, sendo
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gue valores mais baixos indicam uma menor interacdo entre o material biossorvente e o soluto
avaliado (Loukidou et al., 2004).0 processo de biossor¢cdo em questdo foi mais favoravel de
acordo com a isoterma de Langmuir, uma vez que todos os valores de R, se apresentaram dentro
da faixa de valores 0 <R;<1, onde a adsorgao é considerada favordvel (Langmuir, 1918).

Os valores apresentados para os pardmetros K. e R’ portanto, indicam que o
biossorvente avaliado apresenta afinidade muito semelhante para La e Sm. A diferenca entre os
valores dos parametros para as TRs, discretamente maiores para Sm, ndo foi significativa (p
<0,05); desta maneira os mesmos ndo foram suficientes para descrever a seletividade de TRs
leves e médias pelo biossorvente avaliado.

5 CONCLUSOES

O estudo demonstra o potencial de aplicacdo da biomassa da bactéria B. subtilis
suportada em alginato de cdlcio como um biossorvente para La e Sm em solu¢des aquosas
diluidas. A aplicacdo dos dados obtidos aos modelos de adsorcdo de Langmuir e Freundlich
mostrou que as isotermas de adsorcdo obtidas para La e Sm foram satisfatdrias para ambos os
modelos, sendo que este processo de biossor¢do apresentou melhor ajuste dos dados
experimentais de acordo com o modelo de Freundlich e demonstrou ser favordvel pelo modelo
de Langmuir. Isto sugere a ocorréncia da biossorcdo em monocamada assim como condicdes
heterogéneas na superficie, onde ambas condicdes podem co-existir sob as condicoes
experimentais testadas. Maiores estudos serdao necessarios para descrever a afinidade do
biossorvente B. subtilis-alginato pelas TRs estudadas.
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