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RESUMO

Gerenciar rejeitos radioativos implica em minimizar os impactos
ambientais que estes materiais podem representar, reduzindo volume
e custos. Diante deste desafio, pesquisas tém sido realizadas no
sentido de desenvolver técnicas cada vez mais simples e de menor
custo. A utilizacdo de biomassa no processo de remocao de metais
pesados e radionuclideos representa grande potencial no tratamento
de rejeitos liquidos. Saccharomyces cerevisiae é bastante conhecida
pela capacidade de biossorcdo de metais pesados, além de oferecer
vantagens adicionais tais como facil viabilidade e possibilidade de
manipulagdo genética. O objetivo deste trabalho € avaliar o potencial
de remocdo de americio (***Am) por células imobilizadas de S.
cerevisiae em alginato de soédio. Para isto, foram preparadas
microesferas de alginato de sodio (controle) e microesferas de
biomassa inativada imobilizada. Foram estudados o0s seguintes
fatores: atividade, pH e tempo de contato. A avaliacdo da remocao do
material radioativo foi feita por espectrometria gama. Os resultados
demonstraram que ocorre maior biossorcdo em solucdo de pH 4, a
partir de 2 horas de contato, chegando a valores muito préximos de
100%, tanto para alginato de sédio sem células imobilizadas quanto
para Saccharomyces cerevisiae imobilizada em alginato de sédio.
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1. INTRODUCAO

O avanco da ciéncia e da tecnologia desde a revolucao
industrial tem aumentado a capacidade do ser humano em explorar
0sS recursos naturais. A introducao repentina e frenquente de
compostos quimicos em diferentes ecossistemas pode alterar a
capacidade de auto-limpeza dos mesmos, resultando no acumulo de
contaminantes a niveis problematicos e até prejudiciais.

A contaminacdo do ambiente com metais toxicos e
radioisOtopos surge como resultado da atividade humana
(CANIZARES-VILLANUEVA, 2000).

Os radioisotopos tém sido amplamente utilizados na industria,
agricultura, medicina e, principalmente na area da pesquisa. O custo
da utilizacdo desta tecnologia para a sociedade é a geracdo de
rejeitos radioativos. As técnicas convencionais de remocao de ions
metalicos de solucbes, tais como a precipitacdo, troca ibnica e
processos eletroquimicos sao ineficazes devido aos grandes volumes
de rejeitos, baixas concentracfes de ions metélicos em solucdes
aguosas e por razfes econdmicas. Entretanto, os rejeitos contendo
radioisOtopos necessitam ser tratados apropriadamente para garantir
a seguranca do homem e do meio ambiente.

A Comissao Nacional de Energia Nuclear define o rejeito
radioativo como: “qualquer material resultante de atividades
humanas, que contenha radionuclideos em quantidades superiores
aos limites de isencdo especificados na Norma CNEN-NE-6.02 -
Licenciamento de Instalacdes Radiativas, e para o qual a reutilizacdo
€ impropria ou ndo prevista”’(CNEN,1985). A Agéncia Internacional de
Energia Atébmica define rejeito radioativo como “material que contém
ou que esta contaminado com radionuclideos em concentracdes ou
niveis de atividade maiores que os limites de isencédo estabelecidos
pela autoridade competente” (IAEA, 1988).

Compreende-se por geréncia de rejeitos radioativos, o controle
dos rejeitos radioativos que envolve uma série de atividades
operacionais e administrativas, tais como: coleta, segregacdo, preé-
tratamento, tratamento, acondicionamento, armazenagem
temporaria, transporte e deposicao final (MARUMO, 1997).

Em muitos paises esses rejeitos sdo tratados por incineracao,
que destroi os compostos organicos perigosos e 0s radionuclideos
presentes sdo capturados pelas cinzas volantes ou liberados com os
gases. (STRINGFELLOW et al, 2000)



No Brasil, ndo ha incineradores disponiveis para a queima de
rejeitos radioativos. Apesar do volume de geracao anual desses
rejeitos ser baixo, da ordem de 0,2 m*® numa instituicdo como o IPEN,
€ necessario desenvolver métodos de tratamento que possam ser
aplicados eficientemente a um baixo custo. Dos fluxos de rejeitos, 0s
liquidos merecem atencdo especial, pois 0os processos de tratamento
disponiveis sdo, muitas vezes, caros e operacionalmente dificeis.
Buscar novas alternativas de tratamento desses rejeitos que aliem
baixo custo e eficiéncia é uma tarefa importante e dificil, ja que,
nesse caso, cuidados adicionais devem ser considerados por se tratar
de rejeitos radioativos, que estdo em estado fisico de facil disperséo.

A pesquisa de novas tecnologias envolvendo a remocao de
radionuclideos de rejeitos tem dirigido atencdes para a biossorcao
(KALSOON et al., 2007) e (TSEZOS, 2001).

O mecanismo de biossorcdo pode ser definido como a remocao
do metal toxico pela interacdo com o biossorbente, dentre eles estao
as algas (FENG et al, 2004) , bactérias (MURALEEDHAAN et al, 1991),
fungos (KAPOOR et al, 1999), leveduras (BAYAN et al, 2001) e
biopolimeros (TEIXEIRA et al, 1996). A habilidade com que, em
solucdes diluidas, os microrganismos concentram os ions metalicos
em sua estrutura celular fez com que estes fossem os mais estudados
na remoc¢ao de varios metais, como por exemplo: Cu, Cd, Pb, U, Am,
Ce, Cs, Ni, entre outros (VOLESKY, 1994) .

A biossorcdo, é considerada biotecnologia de custo baixo para
tratamento de grandes volumes e baixas concentracdes de metais da
ordem de 1 a 100 mg/L presentes em rejeitos liquidos complexos.

Entre os biossorbentes mais promissores para remocao de
metais pesados, que foram estudados nas dltimas décadas,
Saccharomyces cerevisiae tem recebido atencdo cada vez maior
devido & sua natureza singular (J.LWANG, C. CHEN 2006). A
Saccharomyces cerevisiae, destaca-se como biossorbente por ser um
subproduto das industrias de alimento e destilarias, possuirem baixo
custo, facilidade de manuseio, além de seqlenciamento genético
conhecido.

Possui capacidade de retirar metais da agua, podendo ser
usada como bioacumulador desses metais, sendo uma Otima
alternativa para a descontaminacdo ambiental (BASILIO et al., 2005).
Sé&o fungos unicelulares eucaridticos com capacidade de biossorgao
conferida pelos componentes celulares (BRIEVORA et al. 2002) e,
segundo Brady et al. (1984), pela parede celular, o que conferiria
um sitio adicional em relacdo a outros organismos desprovidos de
parede celular.



Os mecanismos da biossorcdo de metais toxicos sdo complexos
e podem ser resumidos em quelacao, adsorcao na superficie da célula
por forcas fisicas e acumulacdo extracelular e intracelular (VOLESKY
and HOLAN, 1995). Além disso, Kapoor & Viraraghavan (1995),
afirmaram que o sequestro de ions metalicos pelas paredes celulares
ocorre por meio de dois mecanismos, um constitui ligacdo direta nos
grupos funcionais e o outro, composto por interacdo fisico-quimica,
que é chamada de fenbmeno de adsor¢cdo. Enquanto os dois
primeiros tipos de biossorcdo dependem de processos fisico-quimicos
entre os ions metalicos e os grupos funcionais da superficie da célula,
a acumulacéao intracelular é associada a uma etapa ndo metabdlica de
biossorcao dos ions metalicos pelos sitios ligantes da estrutura celular
e, outra, na qual estes ions passam pela membrana celular através
de ciclos metabdlicos celulares e, portanto um processo mais lento
que as anteriores e que necessita de células viaveis (MALIK, 2004).

A composicdo das paredes celulares das células microbianas
pode ser influenciada pelas condi¢cfes de cultura, o que resultam em
variagcfes consideraveis na capacidade de biossorcdo (GADD, 1992).
Outro fator importante é a atividade celular, que neste caso, quando
ausente é capaz de sequestrar ions metalicos com maior eficiéncia
(DOBLE et al., 2005), sugerindo que o transporte ativo dificulte a
entrada de ions metalicos, mantendo o gradiente de concentracao
ideal para as células por processo de defesa a toxidez provocada
pelo metal e producdo de proteinas para a desintoxicacdo celular
(ADAMIS et al., 2003).

Ha diversos estudos desta levedura nas mais diferentes formas
que auxiliaram na compreensdo do mecanismo de retirada de
diversos metais téxicos como o Pb, Cu, Cd, Hg, Am, U, Ni, Zn, entre
outros (Wang and Chen, 2006). E digno de nota que estudos
demonstraram que a Saccharomyces cerevisiae pode diferenciar
metais baseados na sua toxidade e que apresenta mais afinidade com
U, Pb, Hg do que Cu, Ni e outros metais . Foi demonstrado que a
capacidade de acumular U e Zn em células mortas de Saccharomyces
cerevisae €é 40% maior quando comparada a biomassa viva
(VOLESKY and PHILLIPS, 1995).

Cossich et al (2000) concluiram que para a implamentacdo de
uma nova tecnologia de remocdo de metais pesados, alguns
requisitos devem ser preenchidos pelos biossorbentes:

. a biomassa deve ter a capacidade de acumulacao
elevada, da ordem de 70 a 100 mg de metal por grama
de biomassa seca;

. a biossorcao e aessorcao devem ser rapidas e eficientes;



) o material biolo6gico deve apresentar baixo custo, ser
reutilizavel e ser adaptavel a diferentes configuracdes de
reatores;

. a separacao do material retido deve ser facil e de baixo
custo.

Muitos biossorbentes apresentam todas essas caracteristicas,
com excecdo da ultima, por isso, sdo utilizados na forma imobilizada
quando se trata de grande volume de efluentes contaminados por
metais pesados.

A imobilizacdo € um processo em que um material inerte age
como suporte na biomassa formando uma estrutura solida que é
quimicamente estavel e facilita o processo de separacdo entre o
biossorvente e o residuo liquido. As técnicas mais comuns de
imobilizacdo baseiam-se na adsorcdo, na formacdo de ligacOes
covalentes e no enclausuramento em matrizes poliméricas (VEGLIO
and BEOLCHINI, 1997).

Segundo Gomes et al. (2007) que estudaram imobilizacdo de
Saccharomyces cerevisiae em diferentes suportes para remocao de
cadmio, o melhor suporte para a imobilizacdo desta levedura, € o
alginato de calcio por sua estabilidade e capacidade de retencao de
90% do metal.

A utilizacdo da Saccharomyces cerevisiae imobilizada é descrita
na literatura como um método de remocao de radionuclideos em
rejeito liquido (KEDARI et al., 2001) e (LIU et al., 2003), realizaram
um estudo sistematico com a levedura imobilizada, no qual foram
verificados, entre outros, os efeitos do pH, da temperatura e do
tempo de contato da levedura com o ***Am. Em duas horas de
experimento, cerca de 92% do metal foi removidos do meio em pH 2-
3, independentemente da temperatura do meio. No estudo da
eficiéncia da Saccharomyces cerevisiae imobilizada para remocédo de
varios radionuclideos, observou-se que a biossorcédo do 2*°Pu, ?**Am,
144ce, B37cs, 103106y e Psr, em pH de 1-2 chegou em 95%
independente do anion, apés 60 minutos e, no caso do U?*®, em 100
minutos (DAS et al, 2002).

Desta forma, a biossorcdo pode ser um método viavel de baixo
custo, de féacil aplicacdo e eficiente para tratamento de rejeitos
radioativos liquidos armazenados no Laboratorio de Rejeitos
Radioativos do IPEN-CNEN/SP. Esses rejeitos contém *3’Cs, ?*'Am,
235,238 e produtos de fissdo e sdo provenientes, principalmente, de
centros de pesquisa, e incluem oOleos lubrificantes e solventes
utilizados em experimentos em geral e operacbes de
descontaminacéo.



A implantacdo da biossorcdo para tratamento de rejeitos
radioativos requer um estudo detalhado dos parametros que
envolvem este processo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de remocao de
americio de uma solucdo por células de Saccharomyces cerevisiae
inativadas, imobilizadas em alginato de calcio.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados materiais basicos para o trabalho com
microrganismos como placas de Petri, peneira Tyler 200, frascos do
tipo Erlenmeyer, frascos de polietileno 220 mL, baldes volumétricos,
béqueres, kitassatos, funil de buchner, filtro de papel, bureta,
agitador magnético, pipetas descartaveis, agitador magnético,
espectrébmetro, pHmetro, balanca semi-analitica, cronémetro,
microscopio, pipetadores automaticos, bomba peristaltica . A
Saccharomyces cerevisiae utilizada é da marca comercial Lassaffre,
SAF Argentina — Industria Argentina, importado e distribuido por SAF
do Brasil Produtos Alimenticios Ltda. A solucdo de americio utilizada é
da marca Amersham, o alginato de sédio (CesH7(NaO)s)n marca
Cromoline e &cido nitrico P.A. da marca Merck.

Os ensaios foram realizados com esferas de alginato de calcio,
com e sem biomassa de Saccharomyces cerevisiae . A inativacao
celular foi feita com radiacdo gama e, a verificagcdo da morte celular,
feita pelos testes de coloracdo com azul de metileno (MORAES &
ALVES, 1986) e inoculacdo em meio solido de YEPD (1% de Extrato
de Levedura, 1% de Peptona, 2% de Dextrose e 2% de Agar).

Os parametros estudados foram: pH, tempo de contato e
concentracao.

As esferas de alginato de sédio foram preparadas, seguindo a
metodologia proposta por GUKSUNGUR et al. 2003. Uma solucédo 2%
de alginato de sdédio foi gotejada lentamente em um erlenmeyer
contendo solucdo 4% de CaCl,, sob agitacdo constante. Ao final do
gotejamento as microesferas foram separadas da solucdo de cloreto
de calcio e lavadas 4 vezes em agua deionizada para a remocao total
dos ions de célcio livres. Para a preparacdo das microesferas
contendo biomassa, foram acrescentados 2% de Saccharomyces
cerevisiae a solucao de alginato de soédio.

A concentracdo de biomassa aplicada na biossorcéo foi baseada
na literatura (ITOH et al, 1975; VOLESKY et al, 1993 KEDARI et al,
2001), ou seja, 2% de massa/volume de solucdo. As esferas de
alginato de calcio com e sem biomassa foram colocadas em frascos
de polietileno contendo 60 mL de solugcdo de americio. Os frascos



foram mantidos sob agitacdo constante a temperatura ambiente por
15, 30, 60, 120 e 240 minutos. As concentracOes das solucdes foram
de 15Bg/mL, 75 Bg/mL e 150Bg/mL. Apds os tempos de contato, 50
mL das solugdes foram separadas e colocadas em frascos de
polietileno de 220mL para contagem da radiacdo residual em
espectrometro de radiacdo gama, marca Canberra, modelo GX2518.

3. RESULTADOS

As figuras 1, 2 e 3 mostram o0s resultados obtidos dos
experimentos de biossorgcao realizados com microesferas de alginato
de calcio com e sem células de Saccharomyces cerevisiae inativadas
imobilizadas. Pode-se observar que a capacidade de biosorcao
aumenta em funcdo do tempos, sendo maior nos primeiros 60
minutos. Os resultados demonstram alta capacidade de biossorcéo
em pH 4 em ambas as condicoes.

Figura 1: Biossorcdo de ***Am com concentracéo inicial de 15
Bg/mL com pH 2 e 4 por A+S (alginato de céalcio com Saccharomyces
cerevisiae) e A (alginato de calcio).

Na figura 1, observa-se que em todos os tempos de contato, a
solucdo de pH 4 apresenta maior biossor¢cdo. Em 60 minutos, a
biossor¢cdo por alginato de calcio com Saccharomyces cerevisiae




mostra uma remocao proxima a 100% e, em 240 minutos, a remocao
por alginato de calcio sem células de Saccharomyces cerevisiae se
iguala ao resultado apresentado por biomassa imobilizada em
alginato de calcio.

Figura 2 — Biossorcdo de ***Am com concentracéo inicial de 75
Bg/mL com pH 2 e 4 por A + S (Saccharomyces cerevisiae) e A
(alginato de calcio).

Na figura 2, pode-se observar que em todos os tempos
estudados, a biossorcdo foi mais eficiente em pH 4 e, a partir de 60
minutos a remoc¢ado do americio por alginato de célcio com
Saccharomyces cerevisiae foi maior que 80%. A partir de 120
minutos, os resultados demonstraram remocao proxima de 100%
tanto em alginato de calcio com quanto sem  Saccharomyces
cerevisiae.



Figura 3 — Biossorcdo de ***Am com concentracéo inicial de 150
Bg/mL com pH 2 e 4 por A + S (Saccharomyces cerevisiae) e A
(alginato de calcio).

Na figura 3, observa-se que em concentracdo de 150 Bg/mL,
pH 4, a biossorcdo apresenta resultados muito semelhantes quando
realizada por alginato de calcio com e sem Saccharomyces cerevisiae.
Em 120 minutos de contato, ocorre biossor¢cdo de quase 100% para
pH4.

Os resultados sugerem que o0 processo de biossor¢cdo € mais
eficiente em pH 4 e, quanto menor a concentracdo de americio,
menor o tempo de contato necessario para promover a remocao do
metal da solucdo. Em 120 minutos, a biossorcido ocorreu em valores
proximos a 100% para todas as concentracfes avaliadas, o que
também foi observado por Gomes et al (2006) nos estudos feitos com
Saccharomyces cerevisiae inativada para biossorcdo de cadmio.
Alginato de calcio com Saccharomyces cerevisiae promoveu melhor
biossorcdo no tempo de 60 minutos para as concentracdes 15 e 75
Bg/mL e, alginato de calcio sem a levedura revelevou-se Otimo
biossorbente em todas as concentracbées no tempo de 240 minutos,
quando iguala sua capacidade de remocdo do americio a do alginato
de calcio com a levedura imobilizada, ou seja, biossorcdo muito
proxima de 100%. Este resultado também foi observado por Teixeira
et al (1996) para remoc¢ao de cromo por esferas de alginato de sédio
de efluentes industriais.




5. CONCLUSAO
Este trabalho avaliou o potencial de remocdo do americio de
uma solucdo por células de Saccharomyces cerevisiae inativadas,
imobilizadas em alginato de calcio. Os resultados obtidos
demonstram a eficiéncia desse biosorbente e pode ser viavel no
tratamento de rejeitos radioativos.
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