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RESUMO

FARIAS, Yaci Maria Marcondes. Biossorcdo de metais pesados pelo fungo Penicillium
corylophilum. Rio de janeiro, 2013. Dissertacdo de Mestrado — Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Atualmente, é grande a preocupacdo com o crescente aumento dos niveis de poluentes

descartados no meio ambiente. Dentre esses poluentes, 0s metais pesados ocupam uma
posicdo de destaque, uma vez que estdo presentes na composicdo de inimeros rejeitos
industriais. Sendo assim, faz-se importante o desenvolvimento de técnicas que tenham
como intuito o tratamento desses efluentes. Muitos sdo os processos utilizados para o
tratamento de efluentes, entre eles se encontra o processo de biossorcao, técnica que utiliza
diferentes biomassas (fungos, bactérias, algas etc.) na remocao, retencdo ou recuperacdo de
metais pesados. Sendo assim, este trabalho teve como principal objetivo avaliar o potencial
de remocdo do niquel, pelo fungo filamentoso Penicillium corylophilum em solucédo
aquosa a fim de obter dados que permitam o seu emprego na recuperacdo de ambientes
contaminados por metais pesados. Para isso, 0s ensaios de biossor¢do foram divididos em
trés etapas. O primeiro ensaio consistiu em verificarmos a capacidade de biossorgédo do
niquel pela biomassa estudada. Sendo assim, foi montado um planejamento de
experimentos Plackett & Burman onde foram testadas sete varidveis totalizando doze
ensaios e trés pontos centrais. Foi observado que o fungo apresentava grande potencial de
biossor¢do, alcancando indices de remocdo do metal de até 58%. Na segunda etapa de
analises, a biomassa foi avaliada frente a solu¢Ges multimetais. Nesse caso, a intencédo era
simular o que ocorre em um efluente real, onde ndo existe somente um metal isoladamente
e, assim, verificarmos se a interacdo entre os metais influenciaria no comportamento do
fungo em relacdo a biossorcdo. Observamos, nesta etapa, que em sistemas binarios (Ni +
Cu, Ni + Cr e Ni + Zn) e em sistemas com todos os metais (Ni + Cu + Cr + Zn) o niquel
foi preterido em relagcdo aos outros metais. O cromo foi 0 metal que apresentou maior
afinidade com a biomassa, mostrando para este metal uma remocéo de até 9,7 mg/g. Na
terceira etapa, avaliamos a remocéao dos metais individualmente, com a finalidade de tracar
um comparativo com o sistema multimetais. Constatamos que no sistema individual a
remocdo de todos os metais foi menor quando comparada com o sistema multimetais.
Dessa maneira, pudemos tracar uma sequéncia de afinidade dos metais pelo fungo nos dois
sistemas avaliados, sendo no sistema multimetais o Cr > Ni > Cu > Zn e no sistema

individual o Cr > Zn > Cu > Ni.

Palavras — chave: Biossorcao, P. corylophilum, metais pesados.



ABSTRACT

FARIAS, Yaci Maria Marcondes. Heavy metals biosorption by Penicillium
corylophilum. Rio de janeiro, 2013. Master's Dissertation — Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Currently, there are serious concerns with the increasing levels of pollutants discharged
into the environment. Among these pollutants, heavy metals occupy a prominent position,
since they are present in the composition of many industrial wastes. Therefore, it is
important to develop techniques so as to treat these effluents. Many processes are used for
the treatment of effluents; among them is the biosorption process, a technique that uses
different biomass (fungi, bacteria, algae etc.) to remove, to retain or to recover heavy
metals. Therefore, this study aimed at assessing the potential for nickel removal by the
filamentous fungus Penicillium corylophilum in aqueous solution in order to obtain data
that allow its use in the remediation of contaminated environments by heavy metals. For
this, the biosorption assays were divided into three stages. The first test was to verify the
ability of nickel biosorption by the studied biomass. Therefore, a Plackett & Burman
design was set up with seven variables experiments, which were tested in twelve trials and
three central points. It was observed that the fungus has shown a great potential for
biosorption, increasing nickel removal rates up to 58%. In the second stage of the analysis,
the biomass was evaluated against multi-metals solutions. In that case, the idea was to
simulate what happens in a real effluent, where there isn’t only one metal alone and thus
check whether the interaction between metals influence the behavior of the fungus in
biosorption. We observed in this step that in binary systems (Ni + Cu; Ni + Cr and Ni +
Zn) and in systems with all metals (Ni + Cr + Cu + Zn) nickel was less absorbed before
other metals. Chromium has shown higher affinity to the biomass, being highly removed
showing extractions up to 9,7 mg/g. In the third step, the metals removals in individual
system were evaluated so as to compare with multi-metal system. We noted that in the
individual system all metals removal was lower when compared with multi-metal system.
Thus, we could draw a sequence of metals affinities by the fungus in the two evaluated
systems. In the multi-metal system the affinities were Cr> Ni> Cu> Zn and in individual

system were Cr> Zn> Cu> Ni.

Keywords: Biosorption, P. corylophilum, heavy metals.
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Capitulo 1: Introducao, Justificativa e Objetivos

1. INTRODUCAO

O acelerado crescimento da populacdo mundial nas Gltimas décadas refletiu no
aumento dos niveis de poluicdo que, em consequéncia, resultou em destruicdo de varios
ecossistemas, incluindo solos, aguas e ar. Segundo Pearson (1995), a degradacao de areas
ambientais vem acontecendo desde 2000 a.C., tendo sido, primeiramente, observada na
india e em paises do Oriente Médio. De acordo com este autor, a desertificagdo de solos
teve como principal causa a sua irrigacdo com agua salobra contendo altos indices de sal.

Nos ultimos anos, a atividade industrial tem sido uma das principais responsaveis
pela deterioracdo do ambiente, particularmente pelo langamento indiscriminado de
elevadas quantidades de metais pesados (PINTO et al., 2003). De acordo com a
Organizacdo dos Estados Americanos, OEA, destacam-se 0s setores mineiro e metalurgico,
pela geracdo diaria de grandes quantidades de rejeitos, incluindo gases, sélidos e liquidos,
contendo elementos de variadas toxicidades, principalmente Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn
(LIMA, 2013; RUBIO & TESSELE, 2002). Entretanto, outras inddstrias também sdo
apontadas como poluidoras por metais pesados, tais como as de galvanoplastia, curtume,
de polpa e de papel e de manufatura de produtos eletrénicos (BORBA et al., 2006; LIMA;
MERGCON, 2011).

O termo metal pesado vem sendo, ao longo das ultimas décadas, bastante discutido,
ndo havendo, ainda, consenso quanto a sua definicdo (LIMA; MERCON, 2011). Em geral,
o termo se aplica aos elementos metalicos com massa atbmica maior que 55,8 u, valor
correspondente ao do ferro, ou com elevada massa especifica, variando de 3,5 e 7,0 g.cm™.
Alguns elementos, no entanto, séo referidos como metais pesados como, por exemplo, o
Cr, embora sua massa atdmica seja aproximadamente 52 u, ou ndo sdo metais, como € o
caso do arsénio e do selénio (PIERZYNSKI; SIMS; VANCE, 2000).

Os metais pesados sdo, quimicamente, altamente reativos e bioacumulaveis nos
organismos, 0 que 0s torna potencialmente toxicos para 0s seres vivos. Porém, alguns sao
necessarios desde que em quantidades minimas para que 0s seres Vvivos, inclusive micro-
organismos, possam realizar suas funcdes vitais. De acordo com Emsley (2001), cobalto,
cromo, molibdénio, vanadio, niquel e zinco sdo exemplos de metais essenciais para 0s

seres humanos. Contudo, em niveis elevados, estes mesmos elementos se tornam
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extremamente toxicos. Outros metais pesados como mercdrio, chumbo e cadmio nédo
possuem nenhuma funcdo para os organismos, sendo o seu acumulo, sobretudo nos seres
humanos, causa de graves doencas, podendo até mesmo levar a morte (LIMA; MERCON,
2011; SALES, 2013).

Em geral, os metais pesados podem se apresentar em mais de um estado de oxidagéo,
o0 que lhes confere distintas caracteristicas de mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade,
0 que por conta da sua ndo biodegradabilidade pode levar ao acumulo nos seres Vvivos,
tendo seu efeito aumentado ao longo da cadeia alimentar. Segundo Bridges (1991), o
tempo de residéncia em solos de cadmio e mercurio se situa nas faixas de 75 a 380 anos e
de 500 a 1000 anos, respectivamente; jA 0 tempo de residéncia para arsénio, chumbo,
selénio e zinco, exemplos de metais cuja adsorcéo € maior, varia de 1000 a 3000 anos.

A toxicidade do metal estd diretamente relacionada a sua biodisponibilidade, o que
por sua vez esta associado com sua especiacio fisica e quimica (GUIMARAES; SIGOLO,
2008). Por exemplo, a toxicidade de um metal em agua varia em funcéo do pH e do teor de
matéria organica, uma vez que 0s metais reagem com carbono, formando complexos ou
sendo absorvidos (BAIRD, 2002).

Em vista do exposto, a contaminagdo por metais pesados € um problema mundial e,
por isso, causa de preocupacdo de 6rgdos ambientais e da comunidade cientifica. No
Brasil, estudos tanto locais quanto regionais demonstram ser a contaminagao por metais
pesados motivo de grande preocupacdo. Sdo exemplos, o estuario de Santos/Sao Vicente
em Sao Paulo e as baias de Guanabara e de Sepetiba no Rio de Janeiro, que se encontram
impactadas em decorréncia de neles serem diariamente langados efluentes altamente
contaminados com cobre, niquel, zinco, cadmio e mercurio, que séo oriundos de refinaria,
industrias siderargicas, entre outras atividades industriais, existentes nestes locais
(CARVALHO; LACERDA; GOMES, 1991).

Neste contexto, torna-se fundamental adotar medidas visando a descontaminagéo das
areas afetadas, bem como para evitar que outras areas venham a ser impactadas.
Entretanto, embora existam varios trabalhos publicados sobre o tema, cada local
contaminado apresenta suas peculiaridades, o que requer um estudo mais detalhado caso a
caso.

A estratégia de tratamento cada vez mais em evidencia é a que faz uso de micro-
organismos como agentes de remocdo de metais, denominado biossorcao. Esta técnica se

destaca pelo baixo custo quando comparada com outras formas de tratamento por
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processos fisico-quimicos, tais como floculacdo e eletrdlise (PINTO et al., 2003). Além
disso, estas técnicas possuem um alcance limitado, por serem, a maioria, processos
complexos e de baixa eficiéncia (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995).

A biossorcdo pode ser definida como a tecnologia que faz uso, por exemplo, de
biomassa microbiana, viva ou morta, para a remocao, retencdo e recuperacdo de metais
pesados em ambientes liquidos. A biossor¢do, assim como outras técnicas de
biorremediacéo, é considerada eficiente na remocéo de poluentes do meio ambiente e ja foi
aprovada pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (US — EPA) como tecnologia de
limpeza de locais contaminados com residuos perigosos. Dentre as vantagens que tornam
0S micro-organismos importantes no tratamento de residuos estdo o seu crescimento
acelerado, a tolerancia a condicBes ambientais extremas, como variacdo do pH e
temperatura, e o fato de possuirem, em geral, baixo custo de cultivo, uma vez que podem
ser cultivados em matérias-primas de baixo custo, ou até mesmo por reaproveitamento de
rejeitos industriais (SIMOES; TAUK-TORNISIELO, 2005).

Diversos sdo 0s micro-organismos que apresentam a capacidade de biossorver metais
pesados. Dentre eles, os fungos e as bactérias tém se mostrado bastante eficientes. Para
Gadd (2000), a biossorcao utilizando fungos filamentosos torna-se muito promissora na
recuperacdo de areas degradadas com metal pesado, pois estes apresentam grande
capacidade de adaptacdo aos metais presentes no solo e ambientes aquaticos.
Particularmente, alguns fungos filamentosos, como os dos géneros Aspergillus e
Penicillium e, ainda, leveduras como Saccharomyces cerevisiae, exibem maior capacidade
de remover metais pesados do ambiente, por serem mais resistentes aos metais toxicos,
permitindo o seu desenvolvimento em ambientes com altas concentragcbes destes
elementos. Por este motivo, sdo mais indicados nos processos de biossor¢do (BLUMER,
2002).

O presente trabalho pretende contribuir com dados cientificos que possibilitem o
tratamento de areas contaminadas por metais pesados, ampliando os estudos relacionados

com biossor¢ao mediante o emprego de fungos filamentosos.
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente observa-se uma preocupacdo crescente com a poluicdo do meio
ambiente, principalmente decorrentes das operacdes de grandes inddstrias e o descarte
incorreto de seus efluentes. Sendo assim, o interesse por tecnologias que auxiliem nesta

questdo sdo extremamente bem vindas.

Em pesquisas realizadas ao longo de dois anos nos laboratdrios do Centro de
Tecnologia Mineral (CETEM/MCTI), sob a orientacdo da Dra. Judith Liliana Solérzano
Lemos, foi constatado que diferentes espécies de fungos filamentosos apresentavam grande
potencial de remocdo para diversos metais. Dentre os fungos estudados, a linhagem
Penicillium corylophilum apresentou melhor capacidade em remover diferentes metais em
solucdo aquosa. Por este motivo, este estudo da continuidade a remocéo de metais pesados
de alta toxicidade, utilizando como agente o fungo filamentoso Penicilium corylophilum,
isolado nos trabalhos anteriores. Cabe enfatizar que no levantamento bibliogréfico
realizado para os ultimos cinco anos, existem varios estudos que fazem uso de fungos
filamentosos, mas nenhum concernente a participacao da espécie Penicillium corylophilum

na remocao de metais.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral
Este estudo tem como principal objetivo avaliar a capacidade de remocédo de niquel

de solucbes aquosas sintéticas por biossorcdo pelo emprego do fungo filamentoso

Penicillium corylophilum.

3.2 Objetivos Especificos
o Identificar os parametros significativos na biossorc¢ao realizando uma triagem pela
técnica de planejamento experimental de Plackett & Burman;
o Comparar a sor¢do do metal pelo fungo na forma esporulada e vegetativa;

o Avaliar a influencia da interacdo entre metais na biossor¢do do niquel pelo fungo.
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Capitulo 2: Revisdo Bibliografica

2.1 METAIS PESADOS

Diversos sdo os residuos gerados pelas industrias, e cujo descarte se da, na maioria
das vezes, de forma inadequada. Tal fato é preocupante visto que muitos desses residuos
contém niveis alarmantes de substancias organicas recalcitrantes e/ou metais pesados, uma
ameaca a salde dos seres vivos pelo alto grau de toxicidade, e sua bioacumulacdo na

cadeia alimentar ao contaminar ambientes aquaticos e terrestres.

Existem diferentes defini¢des para o termo “metal pesado”, também referendado
como “metal toxico”, “metal traco”, “elemento trago” e “constituinte trago”. O relatdrio
técnico apresentado por Duffus (2002), da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), apresenta uma extensa revisao bibliografica que trata das defini¢des de
metal pesado. De acordo com este levantamento, metal pesado & qualquer elemento
inorganico que apresente massa atbmica superior a 55 u e massa especifica maior do que 5
g.cm™. Entretanto, dependendo do autor, na definicdo podem ser considerados outros
parametros tais como propriedades quimicas e, inclusive, grau de toxicidade. As
divergéncias entre as definicdes sdo ainda nos dias atuais um impeditivo a adogdo de um

conceito Unico.

Alguns metais pesados, em quantidades minimas, sdo essenciais a vida dos seres
vivos, incluindo os humanos e micro-organismos, pelo seu papel em fungbes metabdlicas
especificas (HUGHES; POOLE, 1989). Dentre os metais pesados, tem-se, por exemplo,
cobalto (Co), niquel (Ni), zinco (Zn) e molibdénio (Mo), que sdo requeridos em
guantidades minimas, por isso, chamados micronutrientes, embora em maiores
concentragdes sejam toxicos (VIRGA; GERALDO; SANTOS, 2007).

A biodisponibilidade, mobilidade e toxicidade dos metais, de um modo geral, estdo
relacionadas a espécie do metal, ou seja, a forma quimica na qual ele se apresenta. Por isso,
ao se avaliar os riscos que envolvem a presenca de um metal em determinado ambiente €
prioritario conhecer a sua forma e percentual disponivel para absorcdo pelos seres vivos,
que por sua vez depende diretamente da sua especie (BARRA et al., 2000; LEMOS et al.,

2008). Dependendo da especie metalica, a disponibilidade de absorcdo do elemento e sua
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acumulacdo pela biota irdo variar prejudicando, assim, o ecossistema. Além disso, a
absorcdo de metal, a toxicidade e a bioacumulacéo variam dependendo do organismo, e
podem ser alteradas pelas condi¢cGes ambientais como temperatura, pH, do oxigénio
dissolvido e a presenca de outros metais, qualitativamente e quantitativamente
(MORTIMER, 2000).

A contaminacdo de sistemas aquéticos e terrestres por metais toxicos é um grave
problema ambiental contemporaneo (DAS et al, 2012). Certos metais podem provocar
graves problemas por, entre outras caracteristicas, apresentarem alto tempo de meia vida, o
que faz com que permanecam ativos no meio ambiente por um longo periodo, e por
possuirem alta capacidade de acumulagdo no corpo humano (JIMENEZ; DAL BOSCO;
CARVALHO, 2004; KORF et al., 2008). Entretanto, segundo Freitas e Melnikov (2004),
nem sempre € possivel prever os efeitos da bioacumulacdo em longo prazo. Por exemplo,
elementos como o cromo, que ndo se decompdem, ou que apresentam baixa
degradabilidade, se acumulam no meio ambiente, sendo transferidos através da cadeia
alimentar (MERLINO et al., 2010).

A preocupacdo mundial com os efeitos nocivos do uso indiscriminado de produtos
quimicos toxicos e com o seu indevido descarte no ambiente vem crescendo, resultaram na
criagdo de diversas normas, estabelecidas em Leis e Decretos, que visam controlar a
emissdo de residuos na natureza. Especificamente para metais pesados, as principais fontes
de emissdo sdo, dentre outros, as atividades metaltrgicas (CHAOUI et al., 1997), gases
liberados pela queima de combustiveis fosseis (GIMENO-GARCIA; ANDREU,
BOLUDA, 1996), fabricacéo e descarte de baterias (PRASAD; ANDERSON; STEWART,
1995), aplicacdo de fertilizantes que contenham impurezas, e uso de pesticidas (GALLI,
SCHUEPP; BRUNOLD, 1996).

De acordo com Volesky (2001), os metais que mais representam um risco ambiental
sdo, em ordem decrescente de toxicidade: cadmio, chumbo, mercurio, cromo, cobalto,
cobre, niquel, zinco e aluminio. Os trés primeiros s@o 0s mais prejudiciais tanto ao homem
guanto ao meio ambiente; enquanto cobre, cromo, zinco e niquel afetam os humanos por

contato direto posto que sdo muito utilizados na fabricagdo de diversos acessorios.
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2.1.1 Cobre

O cobre é usado intensamente na inddstria petrolifera (catalisador e branqueador),
tinturaria (mordente) na fabricagdo de corantes (agente oxidante). O cobre metélico €
utilizado na cunhagem de moedas, fabricacdo de tubos de canalizacdo e fios, pecas
decorativas etc. Também tem aplicacdo como fungicida, na pintura de cascos de navios, de
madeira ou aco; e, como inseticida e aditivo dos solos, para evitar que as deficiéncias de
cobre afetem as colheitas.

Este elemento desempenha, igualmente, um papel importante no metabolismo dos
seres vivos. Um homem adulto necessita de 2 mg de cobre por dia, estando presente no
corpo humano na quantidade de 100 a 150 mg. A caréncia de cobre na dieta pode provocar
anemia, diarreia e distarbios nervosos. Por outro lado, a ingestdo excessiva de compostos
como o sulfato de cobre pode causar vémitos, cdibras, convulsbes, e até mesmo a morte
(COBRE-NAUTILUS, 2014).

A producdo nacional de cobre se distribui nos estados do Para (52,3%), Goias
(35,9%) e Bahia (11,8%), de acordo com o Departamento Nacional de Producdo Mineral
(DNPM/Sumario Mineral, 2012).

2.1.2 Cromo

Este elemento tem sido amplamente usado em varios segmentos industriais, como no
processamento do couro pelas inddstrias de curtumes, no recobrimento de madeira para
preservacdo (industrias de recobrimentos), bem como pelas inddstrias produtoras de
amalgamas e pelas de cromagem. Por isso, a polui¢cdo associada ao cromo é um problema
crescente (RYAN et al., 2002).

O cromo, em quantidades minimas, é um metal essencial para 0s organismos Vvivos
(ANDERSON, 1997; CEFALU; HU, 2004), embora possua toxicidade elevada, sendo
perigoso, mesmo em concentracdes baixas (20 mg/L) (USEPA, 1998; CHEUNG; GU,
2003).

Na natureza (i.e, na dgua e subcamadas do solo), o cromo ocorre em dois estados de
oxidacdo principais, hexavalente [Cr (VI)] e trivalente [Cr (1I1)], por serem mais estaveis,

na forma de 6xidos, sulfatos, cromatos, dicromatos e sais basicos. No estado hexavalente, o
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cromo hexavalente é mil vezes mais citotdxico e mutagénico em comparacdo ao estado
trivalente (BIEDERMAN; LANDOLPH, 1990). Isto porque o Cr (VI) é altamente soltvel
e movel, enquanto o Cr (111) apresenta baixa solubilidade, sendo facilmente adsorvido na

superficie de minerais.

Em nosso organismo, o cromo € encontrado naturalmente na forma de cromo
trivalente (I11), que é o mais estavel. Portanto, a redugdo de Cr (V1) para Cr (I1I) resulta em
diminuicdo da toxicidade do elemento (BAGCHI et al., 2002). As diferencas no sistema de
transporte de membranas, na presenca do metal, podem explicar a capacidade dessas duas
espécies de cromo de induzir a formacdo de espécies de oxigénio reativo, que causam a
oxidacgdo das células epiteliais, lesionando-as. Distintamente do Cr (ll1), o Cr (VI) induz a
uma toxicidade crénica variada denominada de acordo com a doenca causada:
neurotoxicidade, dermatotoxicidade, genotoxicidade, carcinotoxicidade, imunotoxicidade
(BAGCHlI et al., 2002).

No Brasil, a producéo de cromo ocorre em dois estados: 69% na Bahia e o restante
no Amapa (DNPM/Sumario Mineral, 2012).

2.1.3 Zinco

O zinco é considerado um elemento essencial para a saide do ser humano, tendo sido
a sua participacdo bem documentada em diversos processos metabolicos. Contudo, um
constante acimulo deste metal no corpo humano podera ocasionar uma intensa toxicidade
gastrointestinal (WALSH et al., 1994).

O zinco é um dos metais mais encontrados nos efluentes das industrias de
galvanizacdo, eletrodeposicao, chapeamento (por meio de eletrolise), fabricas de baterias e
outras industrias metalUrgicas. Na sua forma metalica, sua biodisponibilidade é limitada e
ndo apresenta nenhum risco ecologico. Entretanto, 0 zinco pode reagir com outras
substancias quimicas, como &cidos e oxigénio, resultando na formagdo de compostos
potencialmente toxicos (RADHIKA; SUBRAMANIAN; NATARAJAN, 2006).

Adicionalmente, o0 zinco pode se tornar um sério risco a saude humana, se ingerido
além da quantidade diaria recomendada pela Recommended Dietary Allowances (RDA)
que € de 100 a 300 mg Zn/dia, de acordo com a Food and Nutrition Board (FDB), comité

fundado em 1940, para estudar as questbes de importancia nacional e global sobre a
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seguranca e adequacdo da oferta de alimentos nos Estados Unidos. Segundo Fosmire
(1990), maiores concentracdes de zinco podem ocasionar nausea, vOmito, problemas

gastrointestinais, letargia, fadiga e alteracdes na resposta imune.

O Brasil dispde de apenas cerca de 1% das reservas mundiais, correspondentes a 2,2
Mt, localizadas no Estado de Minas Gerais (NEVES, 2012). E, apesar de ser bastante
utilizado pelas industrias automobilistica, de eletroeletronicos da linha branca, de
fabricacdo de pilhas, de confeccdo de ziperes, de utensilios de fogao, além da aplicacdo nos
setores da agricultura, pecuaria, ferroviario, construcdo civil, a producdo nacional de zinco
vem caindo, sendo menor do que a de outros metais. Segundo dados do DNPM/Sumério
Mineral (2012), a producdo de concentrado de zinco decresceu 6,3%, enquanto o
decréscimo do metal primério foi de 1,2%, frente a mesma base de comparagdo. A perda
de dinamismo da industria de zinco pode ser devida a moderacdo da atividade econémica

nacional.

2.1.4 Niquel

O nome niquel deriva da palavra de origem alema “kupfernickel”, que significa
cuproniquel. O niquel foi nomeado pelos alemées no século XVII pelo descobrimento do
elemento nicolita. Porém, segundo Silva (2001), antes da era cristd, este metal ja era
utilizado, pois, foi reportada a existéncia de objetos que o possuiam em sua composicao,
tais como moedas japonesas de 800 a.C. e gregas de 300 a.C., bem como armas.

Estima-se que, na crosta terrestre, o niquel ndo exceda a proporcéo de 0,01%, sendo
0 vigésimo quarto elemento mais abundante na Terra. Os seus principais minérios sdo

aqueles que contém sulfetos e silicatos.

De acordo com a sua composicao, 0 minério de niquel pode ser classificado em dois
tipos principais: sulfetado e lateritico (oxidado). Além do niquel, os minérios sulfetados
possuem em sua composicdo sulfetos de cobre, cobalto e ferro e ainda, platina, prata e
ouro. Os minérios lateriticos possuem teores médios de niquel em torno de 1,95% e teores
de 6xido de ferro acima de 24%, além da presenca de cobalto e magnésio (MINERACAO
e METALURGIA, 2000; SILVA, 2001).

Dados da Geréncia Setorial de Mineragdo e Metalurgia de 2000 demonstram que 0

niquel é utilizado tanto puro como em ligas em quase 300 mil produtos para consumo
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(MINERACAO e METALURGIA, 2000). Por conta da grande resisténcia mecanica a
oxidacdo, nos paises industrializados, cerca de 70% do niquel é utilizada na industria
siderurgica, a maior parte na fabricacdo de aco inoxidavel; enquanto o restante é voltado
para a producédo de ligas ndo ferrosas e galvanoplastia entre outros. As ligas ferrosas com
niquel tem aplicacdo em material bélico, em moedas, na area de transporte (aeronaves), na
area de construcao civil (SILVA, 2001). Na galvanoplastia, a niquelagem das pecas

metalicas com sulfato de niquel garante um acabamento refinado e protetor do metal.

As reservas mundiais de niquel estdo distribuidas por aproximadamente 20 paises
espalhados por todos os continentes. Em 2009, Cuba era o pais que detinha o primeiro
lugar no ranking das reservas mundiais de niquel, com 17,6% do total, seguida por Nova
Caledonia®, com 12%; Canada em terceiro lugar com 11%, enquanto o Brasil aparecia em
10° lugar com 4,5% das reservas (MINERACAO e METALURGIA, 2000). Contudo, em
2011, houve um aumento das reservas mundiais de niquel em 15,80% em face de novas

descobertas, tendo a Nova Caled6nia contribuido na expansdo com 60%.

Na producdo mundial de niquel de 2011, segundo o Mineral Commodity Summaries
de 2012, a Rdassia se destaca (DNPM/Sumaério Mineral, 2012), conforme pode ser
observado na tabela 1. O mesmo cenario pode ser constatado para os anos anteriores, 2009
e 2010, sendo a Russia, Indonésia, Filipinas, Canada, Australia e Nova Caled6nia os paises
responsaveis por 68,8% da oferta mundial de niquel. Neste periodo, o Brasil vem ocupando

a 72 posicao no ranking internacional de producdo (Tabela 1).

No Brasil, as reservas de niquel se distribuem pelos Estados de Goias (45,0%), Bahia
(36,3%), Para (11,3%) e Minas Gerais (7,4%) (DNPM/Sumario Mineral, 2012).

! Arquipélago da Oceania anexado ao territério Francés.
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Tabela 1. Reserva e producdo mundial de niquel

) Reservas (10°) * Producéo (10°) ?
Paises
2011 2009 2010 2011 %

Russia 6.000 262.000 269.000 280.000 15,4
Indonésia 3.900 203.000 232.000 230.000 12,6
Filipinas 1.100 137.000 173.000 230.000 12,6
Canada 3.300 137.000 158.000 200.000 11,0
Australia 24.000 165.000 170.000 180.000 9,9
Nova Caleddnia 12.000 92.800 130.000 140.000 17,7
Brasil 8.353 41.059 108.983 124.983 6,9
China 3.000 79.400 79.000 80.000 4,4
Cuba 5.500 67.300 70.000 74.000 41
Colémbia 720 72.000 72.000 72.000 3,9
Africa do Sul 3.700 34.600 40.000 42.000 2,3
Botsuana 490 28.600 28.000 32.000 18
Madagascar 1.600 15.000 25.000 1,4
Republica Dominicana 1.000 14.000 0,8
Outros paises 4.600 51.700 99.000 100.000 55
TOTAL 79.263 1.371.459 1.643.983 1.823.983 100

Fonte: DNPM/Sumério Mineral -2012.
Inclui reservas lavraveis em metal contido; Dados de produgdo de Ni contido no minério; ’Dados
revisados.

O niquel é uma das principais causas de processos alérgicos, por dermatite,
provocando lesdes nos locais do contato com os produtos que o contenham em sua
constituicdo. Por isso, € comum haver, por exemplo, vermelhiddo a volta do pescogo
daqueles que usam acessorios feitos com niquel ou alergia no l6bulo da orelha provocada

por bijuterias que o contenham em sua composic¢ao (SANTOS, 2011).

A sensibilidade ao niquel é bastante comum, ja que varios produtos contém esse
metal na sua composi¢do, muitas vezes em quantidade excessiva. Além dos produtos ja
citados, o niquel também é usado na fabricacdo de bijuterias, joias, tesouras, pregos,
canetas, pincgas, enfim, em uma infinidade de produtos regularmente usados no dia a dia.
Por isso, estima-se que 15% das mulheres e entre 2 a 5% dos homens no mundo sdo
alérgicos ao niquel, visto ser maior o nimero de mulheres que fazem uso de adornos. Por
sua vez, 30 a 40% das pessoas alérgicas podem desenvolver uma grave inflamacédo da pele
(MARTINS, 2003).



26

O niquel metélico e suas ligas, segundo a classificacdo da Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC, 2012), sdo considerados possiveis agentes cancerigenos para

o0s seres humanos, Grupo 2B e Grupo 1, respectivamente.

Segundo a CETESB (2012), o niquel lancado no meio ambiente, por fontes naturais
ou por atividades antropogénicas, circula pelos ecossistemas aquaticos e terrestres, além de
ser passivel de ser transportado biologicamente, via 0s organismos vivos. O transporte e
distribuicdo do niquel particulado entre os diferentes ecossistemas ambientais s&o
influenciados pelo tamanho da particula e pelas condigdes meteoroldgicas.

O tamanho da particula vai depender principalmente da fonte emissora. As particulas
mais finas permanecem por longos periodos na atmosfera; por conseguinte, podem
acarretar problemas a salde dos seres humanos e animais. Por outro lado, as particulas
maiores costumam se depositar proximas a sua fonte de emissao e, deste modo, causam
menos danos a satde (CETESB, 2012).

A producdo de produtos de niquel é a principal fonte da contaminacdo ambiental por
esse elemento. A concentracdo de niquel na atmosfera das areas industrializadas € por volta
de 120-170 ng.m™ e de 6-17 ng.m™ em &reas suburbanas (centros urbanos secundarios), se
apresentando na forma de Oxido, sulfetos, silicatos, compostos sollveis e, em menor grau,
na forma metalica. Em vista disso, estudos vém sendo realizados com o intuito de
encontrar procedimentos para uma reabilitagdo eficiente das areas degradadas (ANDRADE
et al., 2009).

Uma vez que o niguel pode ser encontrado no solo, na 4gua e no ar, a exposi¢ao a
este metal pode ocorrer por qualquer uma destas vias. Além disso, dependendo da forma
em que o individuo entrou em contato com o metal, os danos a satde serdo diferenciados,

desde alergias até cancer de pulméao e seios paranasais.

A principal via de contaminacdo pelo niquel é a respiratéria, sendo o metal inalado
principalmente na forma de poeiras de compostos insoltveis, de aerosséis formados a
partir das solugdes dos compostos soltveis e de vapores de carbonila de niquel. As
atividades mais comuns que acarretam exposi¢ao ocupacional ao niquel sdo a mineracéo, a

moagem e a fundi¢do dos minérios (CETESB, 2012).
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No Reino Unido e Canada, foi relatado um aumento do risco de cancer nos pulmoes
e nas vias nasais de trabalhadores que foram constantemente expostos a formas insol(veis
de niquel (6xido e sulfeto) durante processos de sinterizacdo, torrefacdo e calcinacdo em
refinarias. De forma mais eventual, o risco do aparecimento de carcinomas é atribuido a
exposicdo de sais solGveis do metal tais como o sulfato de niquel (HEALTH
PROTECTION AGENCY, 2009).

Outro risco esta relacionado a entrada de contaminantes contendo metais pesados na
cadeia alimentar. Esta questdo deve ser analisada e agdes preventivas devem ser tomadas,
uma vez que a porta de entrada de metais na cadeia alimentar é principalmente através do
uso de fertilizantes utilizados nas plantacbes, da agua e do solo contaminados
principalmente pela acdo do homem. Atencdo também deve ser dada aos alimentos
consumidos pelos animais de corte, principalmente bovinos. Balsalobre et al. (2011)
afirmam que os alimentos para animais e forragens podem ter quantidades significativas de
contaminantes, dentre eles, os metais pesados toxicos que podem causar prejuizos tanto
para o animal quanto para os individuos que consomem sua carne. O tomate € um exemplo
de vegetal que possui uma capacidade muito grande de acumular metais pesados em suas
folhas e frutos, caso sejam cultivados em solos por eles contaminados. Faz parte, portanto,
do grupo de vegetais conhecidos como hiperacumuladores, aqueles que sdo capazes de
acumular, em seus tecidos, quantidades muito maiores de contaminantes quando
comparadas com outros vegetais. Esses vegetais possuem genes especificos que fazem com
que eles apresentem maior capacidade de absorcdo de metais pesados, sem, portanto,
causar nenhum mal visivel para a planta (SILVA, 2010). Dessa maneira, quando um
animal ou um ser humano se alimenta de vegetais deste grupo ou de animais que ingeriram
estes vegetais, ha entrada dos metais toxicos na cadeia alimentar e em consequéncia, todos

o0s problemas relacionados a esta questao.

Pelos motivos expostos, a presenga destes metais no meio ambiente e uma possivel
exposicdo humana ndo podem ser desprezadas. Deve-se atentar sempre para os valores
criticos orientadores para cada substancia de modo que esteja enquadrada e evitar que
ultrapasse os limites maximos permitidos em cada ecossistema, e que assim ndo venha

causar problemas futuros a satde da populacéo.
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2.2 VALORES ORIENTADORES

A Constituicdo Federal Brasileira de 1988, que estabelece diretrizes e principios da
politica nacional do meio ambiente, apresenta no capitulo VI (“Do Meio Ambiente”),

artigo 225, a seguir transcrito:

“Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de
uso comum do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao
Poder Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo para as
presentes e futuras geracgoes”.

Portanto, a preservacdo do meio ambiente € um dever e um direito de todo cidad&o.
Deste modo, impulsionado pela crescente degradacdo do ecossistema, 0s estados
brasileiros, sobretudo o Estado de S&o Paulo, estabeleceram diretrizes onde os chamados
valores orientadores norteiam os niveis criticos e aqueles que seriam aceitaveis de cada

contaminante tanto no solo quanto nas dguas subterraneas.

Em relacdo ao ecossistema terrestre, a preocupagdo com a qualidade do solo vem
aumentando a cada ano, uma vez que a sua caracteristica esta diretamente relacionada a
satde plblica (SANCHES, 2001; SPINOLA, 2011). Para Casarini, Dias e Lemos (2002), o
tema poluicdo do solo é extremamente importante e deve ter especial atencdo por parte de
toda a populacdo. Além do solo ser um recurso limitado, ele é cada vez mais considerado
parte importante do ambiente e, portanto, os problemas em torno da sua crescente poluicao,
bem como das aguas superficiais e subterraneas, ndo devem ser negligenciados. As areas
contaminadas (AC) representam grandes riscos, pois, além de possuirem substancias
toxicas que podem prejudicar os individuos se entrarem em contato com a pele ou serem
ingeridas acidentalmente, ainda possuem odores e gases nocivos que podem ser liberados
das areas contaminadas. Tem-se ainda que as substancias toxicas podem migrar vindo a
contaminar &guas subterraneas e, até mesmo, os lenc¢ois freaticos ou mesmo se infiltrar em
redes de abastecimento de &gua potavel entre outros problemas (SANCHES, 2001;
SPINOLA, 2011).

Na Figura 1 vemos um cenario tipico de fontes de contaminacdo do meio ambiente,
tendo como base uma indlstria desativada, onde podemos visualizar, de forma mais
evidente, os efeitos da contaminagdo do solo, das &guas superficiais e subterraneas e,

ainda, as vias de propagacéo desses contaminantes.



29

Figura 1. Inddstria desativada.

Legenda: Fontes de perigo [1. Vazamento de tanques enterrados e sistemas de tubulagdo; 2. Valas com
barris enferrujados com residuos tdxicos;3. Percolagdo no subsolo de antigos vazamentos;4. Residuos
abandonados langados sobre o solo]; Cendrios [5. Poluicdo do solo; 6. Poluicdo de agua subterranea; 7.
Percolacdo de poluentes na dgua subterrdnea em direcdo ao rio; 8. Fluxo de poluentes superficial e
subterrdneo em dire¢do ao rio; 9. Erosdo de residuos sélidos tdxicos em direcdo ao rio; 10. Deposicdo de
metais pesados no fundo do rio; 12. Evaporagdo de solventes tdxicos; 13. Efeito do ar poluido na vegetacéo;
Medidas de Identificagdo de problemas [31. Investigacdo confirmatdria]. Fonte: AHU, Consultoria em
Hidrogeologia e Meio Ambiente, Alemanha (1987) apud SPINOLA (2011).

Pode-se definir, portanto, os valores orientadores como sendo os que fornecem a
informacdo da qualidade do solo e das aguas subterraneas no que diz respeito a
concentracdo de substancias quimicas presentes nestes ambientes. Por isso, devem ser
utilizados como ferramenta de prevencdo e controle da contaminacdo e, ainda, de
orientacdo para 0 gerenciamento de areas ja contaminadas em investigacdo (CETESB,
2013).

A Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB) publicou em 2001 a
primeira lista com os valores orientadores para o estado de Sdo Paulo, que englobava, na
ocasido, 37 diferentes substancias. Em 2005, a CETESB publicou uma nova lista, desta vez
contemplando 84 diferentes substancias e definindo como diretrizes trés valores

orientadores para solo e agua subterranea (CETESB, 2005).

Os valores orientadores definidos pela CETESB sdo o Valor de Referéncia de
Qualidade (VRQ), o Valor de Prevencdo (VP) e o Valor de Intervencéo (VI), a saber:
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e Valor de Prevencdo (VP) é a concentragdo aumentada de determinada substancia
no ambiente, podendo acarretar alteracbes prejudiciais a qualidade do solo e da
agua subterranea;

e Valor de Intervencao (VI) é a concentracdo elevada de determinada substancia no
meio ambiente onde ha risco potencial direto ou indireto a salude humana. Para o
solo, foi calculado utilizando-se procedimento de avaliagdo de risco a saude
humana para cenarios de exposicdo Agricola- Area de Protecdo Maxima — APMax,
Residencial e Industrial.;

e O Valor de Referéncia de Qualidade (VRQ) é determinado com base em
interpretacdo estatistica de andlises fisico-quimicas de diversas amostragens no

local a ser analisado ou em suspeigéo.

Com base nestes indicadores, pode-se estabelecer uma area considerada limpa, de
uma &rea suspeita de contaminacdo e, ainda, de uma area considerada contaminada. Um
ambiente pode ser considerado “limpo” quando a concentragdo de determinadas
substancias for menor ou igual ao valor de ocorréncia natural, sendo esta concentracao
denominada de VRQ (CASARINI, DIAS; LEMOS, 2002). Ainda segundo esse autor, se
ap6s uma avaliacdo preliminar, for constatada em uma determinada &rea uma suspeita de
gue algum contaminante estaria acima do nivel normal recomendado, essa seria
classificada como uma area suspeita de contaminacdo. E para que uma area seja
considerada contaminada, deve apresentar niveis bastante elevados das substancias
contaminantes, o que além dos riscos intrinsecos podera ser prejudicial a satde humana,

havendo a necessidade de uma intervencao rapida e eficaz na area contaminada (AC).

O Quadro 1 apresenta os valores orientadores definidos e publicados pela CETESB
para substancias inorganicas presentes em solos e em aguas subterrdneas. Podem-se
observar as concentracdes limites nas quais as substancias devem ser encontradas nestes

ambientes especificos.
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Quadro 1. Valores Orientadores para solo e agua subterranea do Estado de Sao Paulo

Substancia CAS Salo (mg/Kg de peso seco)’ Agua Subt
N® Referéncia Intervencao (hg/L)
(a) R ?;i::f Residencial |Industrial| Intervencao
Metais' semi-metais
Aluminio 7429-90-5 - - - - 200
Antimdnio 7440-36-0 (<05 2 5 10 20 5
Arsénio 7440-38-2 (3,5 15 35 55 150 10
Bario 7440-39-3 |75 150 300 500 750 700
Boro 7440-42-8 |- - - - - 500
Cadmio 7440-484 (<05 1.3 3 8 20 5
Chumbo 7440-43-9 (17 72 180 300 800 10
Cobalto 7439-92-1 (13 25 35 65 90 5
Cobre 7440-50-8 |35 60 200 400 600 2.000
Cromo 7440-47-3 (40 75 150 300 400 50
Ferro 7439-89-6 |- - - - - 300
Manganés 7439-96-5 |- - - - - 400
Merclrio 7439-97-6 (0,05 0.5 12 36 70 1
Molibdénio 7439-98-7 | =4 30 50 100 120 70
Niguel 7440-02-0 (13 30 70 100 130 20
Mitrato (como N 797-55-08 |- - - - - 10.000
Prata 7440-22-4 |0.25 2 25 50 100 50
Selénio 7782-49-2 0,25 5 10
Vanadio 7440-62-2 | 275 - - - - -
Zinco 7440-66-6 |60 300 450 1000 2000 5.000

Legenda: (3) - Procedimentos analiticos devem seguir SW-846, com metodologias de extragdo de
inorganicos 3050b ou 3051 ou procedimento equivalente. Fonte: Adaptado de CETESB (2005).

Especificamente para o niquel, alvo deste estudo, os valores orientadores que regem

0s niveis de concentracdo deste elemento para os diferentes ecossistemas, bem como

comentarios e referéncias, sdo apresentados na tabela 2.
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Meio Concentracdo’ Comentario Referéncia

< CONAMA

Efluente 2,0 mg/L VM (Padrdo de langcamento) 430/2011

30mg/L* Valor de Prevengéo

Solo 70 mg/L* VI cenério agricola-APMax CONAMA

100 mg/L* VI cenario residencial 420/2009
130 mg/L* VI cenério industrial

" . « - PORTARIA

Agua Potavel 0,07 mg/L Padréao de potabilidade 9914/2011
20 pg/L VMP (consumo humano)

Agua subterranea 1000 pg/L VMP (dessedentagdo de animais) CONAMA
200 ug/L VMP (irrigagdo) 396/2008
100 pg/L VMP (recreagdo)

. CONAMA
Aguas doces 0,025 mg/L VM (classes 1, 2 e3) 357/2005
Aguas salinas 0,025 mg/L VM (classes 1) CONAMA

74 ug/L VM (classe 2) 357/2005
Aguas salobras 0,025 mg/L VM (classes 1) CONAMA
74 ug/L VM (classe 2) 357/2005

Legenda: "Niquel total; *Massa seca; APMax = Area de Protecdo Méxima; VI = Valor de Investigacdo; VMP
= Valor M&ximo Permitido; VM = Valor Maximo. Fonte: FIT Niquel — Ficha de Informacdo Toxicol6gica
do Niquel. Fonte: CETESB (2012).

Dessa maneira, 0 estabelecimento dos valores orientadores para as diferentes

substancias que seriam contaminantes em potencial do meio ambiente se mostra

extremamente necessaria, uma vez que permite as agéncias ambientais avaliar e monitorar

as possiveis contaminagfes que possam ocorrer no meio ambiente, fazendo com que agdes

preventivas e/ou corretivas possam ser tomadas a tempo de evitar algum prejuizo maior.

Tem-se que salientar que essa medida ainda é pouco perto dos problemas que o

Brasil e 0 mundo vém enfrentando em relacéo a poluicdo ambiental, sobretudo de solos e

aguas, e que leis mais rigidas seriam bem-vindas no intuito de minimizar danos ao meio

ambiente e a salde da populacdo. Assim como uma maior fiscalizagdo por parte dos 6rgaos

governamentais em controlar se as diretrizes estabelecidas, isto é, se o0s valores

orientadores estdo sendo cumpridos a risca.
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2.3 BIORREMEDIACAO

A Revolucdo Industrial aliada ao acelerado crescimento da populacdo humana
fizeram surgir diferentes fontes de contaminacgdo, elevando os niveis de poluicdo dos
ecossistemas aquaticos, terrestres e atmosféricos. Soma-se a isso, 0 crescimento
desenfreado e desordenado das grandes cidades, que vem agravando, cada vez mais, 0S

problemas ecoldgicos e de saude publica, que em alguns lugares ja é critica.

Se por um lado a industrializacdo gerou Vvéarios beneficios para a humanidade, em
contrapartida tem contribuido macicamente na deterioracdo quer dos ambientes quer da
salde do homem e demais seres vivos, pela geracdo de rejeitos e emissdo de gases com
diversos tipos de contaminantes. Dentre as industrias potencialmente poluentes, se
destacam a metallUrgica e a mineradora que introduzem metais pesados, contaminantes de
elevada toxicidade para um grande numero de organismos, mesmo em baixas
concentracdes (GUELFI, 2001).

A conscientizacdo das sociedades em todo o mundo, aliada a politicas ambientais
cada vez mais restritivas, tém incentivado a comunidade cientifica na busca por estratégias
eficientes e de baixo custo para emprego na descontaminacdo das areas ja degradadas. A
intencdo é melhorar a qualidade de vida em curto prazo e, a0 mesmo tempo, contribuir

para o bem estar das geracgdes futuras.

Existem inimeras maneiras de eliminar ou reduzir contaminantes no meio ambiente,
dentre elas, o processo de biorremediacdo, interessante do ponto de vista econdmico
guando comparado com outras formas de tratamento que utilizam processos fisico-
quimicos como o de floculagdo e eletrélise (PINTO et al., 2003). O principal propdsito da
biorremediacdo € estimular a ocorréncia dos processos bioldgicos de reciclagem de

compostos de interesse, quer organico quer inorganico (DIAS, 2000).

Os micro-organismos, tanto fungos quanto bactérias, se mostram bem eficientes no
tratamento de areas impactadas por rejeitos com elevado nivel de contaminantes toxicos,
sendo necessario apenas estabelecer as condi¢Bes nutricionais e ambientais favoraveis ao
seu metabolismo, e aproveitando da sua capacidade inerente de resisténcia aos metais.
Dentre as vantagens que tornam 0S micro-organismos importantes para o tratamento de
residuos podem ser citados: crescimento acelerado, tolerdncia a condi¢cBes ambientais
extremas e, em geral, com baixo custo de cultivo (SIMOES; TAUK-TORNISIELO, 2005).
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A biorremediacdo engloba diversas tecnologias de tratamento que podem variar de
acordo com o local, o tipo de contaminante, a constituicdo do solo, entre outros. A técnica
a ser utilizada deve ser escolhida primariamente com base em informacGes sobre a area
impactada, a fim de minimizar quaisquer problemas que possam vir a acontecer durante a
intervencdo. De acordo com o tipo de tratamento a ser empregado, as técnicas de
biorremediagdo, em um primeiro momento, podem ser classificadas em in situ e ex situ.
Tais técnicas sdo assim classificadas levando em conta o tipo de poluente, os custos de
todo o processo e, sobretudo, a concentracdo final do contaminante ao término do
tratamento (OLIVEIRA, 2008).

Na biorremediacdo in situ, o processo de descontaminacdo ocorre no local a ser
tratado. As técnicas in situ geralmente envolvem o aumento da atividade microbiana local
pelo condicionamento da area degradada, que pode ser feito, dependendo do caso, por
adicdo de nutrientes, ajuste de pH, controle da umidade e da disponibilidade de oxigénio,
de modo a propiciar as condicdes favoraveis para degradacdo bioldgica dos componentes
toxicos. Como principais tecnologias relacionadas a biorremediacdo tém-se: bioaumento,
bioestimulo, bioventilacdo e fitorremediacdo (FERRARI, 1996; BOOPATHY, 2000;
MARTINS et al., 2003).

Quando a biorremediacédo é conduzida ex situ, o solo a ser tratado devera ser retirado
do local e transportado, adequadamente, para ndo causar a contaminacao de outras areas,
até a unidade onde ocorrera o tratamento. Assim, havera a necessidade de remogdo do
material contaminado, geralmente por escavacdo para solo ou com bombeamento no caso
de &gua. Este tipo de tratamento, em geral, envolve o uso de biorreatores e de mecanismos
que possibilitem o controle dos pardmetros mais importantes do processo de remediacdo
(FERRARI, 1996; BOOPATHY, 2000; MARTINS et al., 2003).

As tecnologias in situ e ex situ podem ser praticadas para o tratamento de areas
impactadas com os mais diversos tipos de contaminantes, como petréleo e derivados e
efluentes domésticos e industriais, no contexto do presente trabalho, qualquer material que

contenha metais pesados.

Quando a remogdo de metais é o foco do tratamento, € mais apropriado o termo
biossorcéo ja que os elementos inorgénicos ndo sofrem degradagdo como ocorre para as

substancias organicas, tais como hidrocarbonetos e pesticidas (SPROCATI et al., 2006).



35

No caso de ions metalicos, a biossorcdo possibilita a sua imobilizacéo por intermedio
de micro-organismos, plantas ou produtos biolégicos (como enzimas), de modo a eliminar
ou, pelo menos, reduzir a sua concentracdo conforme estabelecido pela legislacdo vigente
para estes poluentes (SPROCATI et al., 2006).

2.4 BIOSSORCAO

2.4.1 Acumulagéo de metais por micro-organismos

Em artigo publicado em 1993 por Geoffrey M. Gadd, importante especialista no
tema, foi proposta a seguinte definicdo para biossorcao:
“O termo biossorcao é usado para abranger a captagdo/absorcao de metais

por toda a biomassa, tanto viva quanto morta, através de mecanismos fisico-
quimicos tais como adsor¢do ou troca ionica.”

A definicdo atualmente usada é mais abrangente, porém, tem como base 0s mesmos
principios. Segundo Volesky (2001), biossorcdo € o processo que emprega biomassa
vegetal ou microbiana, para retencdo, recuperacdo ou remocao de metais pesados de um

ambiente liquido.

Segundo a Resolu¢do do CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) n°® 314
de 2002:
“.. podemos entender como remediador todo produto, constituido ou ndo
por micro-organismos, que é destinado a recuperacdo de ambientes e
ecossistemas contaminados, tratamento de efluentes e residuos,

desobstrucéo e limpeza de dutos e equipamentos atuando como agente do
processo fisico, quimico e bioldgico ou combinados entre si.”

A biossorcdo tem por caracteristica a capacidade dos metais de se ligarem a diversos
materiais bioldgicos, tais como algas, leveduras, bactérias e fungos filamentosos
(VEGLIO; BEOLCHINI, 1997). Celulas vivas ou mortas sdo capazes de acumular metais,
apresentando, porem, diferencas nos mecanismos envolvidos em cada caso, dependendo
fortemente do seu metabolismo (GADD; WHITE, 1990).
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Segundo Pino e Torem (2011), os materiais de origem bioldgica (biomassas) para
serem empregados como biossorventes devem apresentar, dentre outras, as seguintes
caracteristicas: capacidade de adsorver ions metalicos dissolvidos; seletividade frente a
diferentes espécies metalicas; ser passivel de regeneracdo e ter baixo custo. Diferentes
materiais sdo citados pelos autores: micro-organismos (bactérias, microalgas e fungos),
vegetais macroscopicos (algas, gramineas e plantas aquaticas) e partes ou tecidos
especificos de vegetais, subprodutos agricolas ou industriais (cascas, bagaco, sementes).
Cada caso € um caso, isto €, para indicar um biossorvente como efetivo, ha que se
considerar a espécie metalica bem como a composi¢do do efluente a ser tratado, o pH do
ambiente (solugéo), e o sistema operacional que se pretende usar.

A sorcdo do metal pelo micro-organismo pode ocorrer naturalmente pelos seguintes
mecanismos, de forma isolada ou combinada: complexagdo (coordenacdo ou quelatacdo
dos metais); troca ibnica; adsor¢do ou microprecipitacdo inorganica. Qualquer que seja o
mecanismo de acdo microbiana, a imobilizacdo de uma ou mais espécies metalicas pode
ser rapida e eficiente (BARROS et al., 2005).

O processo de biossor¢do envolve duas fases: uma denominada fase solida
(biossorvente) e outra denominada fase liquida (solvente, normalmente dgua) que contém
uma espécie dissolvida que é o adsorvato (i.e., ions metélicos). Deve existir uma afinidade
eletrostatica entre o biossorvente e o adsorvato, de modo a haver uma atracdo. Este
processo é continuo, até que ocorra o equilibrio entre a concentragdo do adsorvato
dissolvido em solucdo e a concentragdo do adsorvato presente no biossorvente
(concentracdo de equilibrio) promovida pela saturacdo do adsorvato sobre o biossorvente.
A relacéo entre o biossorvente e o adsorvato determina a distribuicdo do metal entre a fase
solida e a liquida. A qualidade do material biossorvente € classificada pela capacidade de
atracdo e retencdo do adsorvato (KRATOCHVIL; VOLESKY, 1998).

A biossorcdo ainda pode ocorrer de duas maneiras: (i) adsorcdo, que independe de
energia e que, portanto, ocorre de forma passiva, sem que haja atividade metabdlica,
(KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1999); e (2) denominada absorcdo ou bioacumulacao,
guando dependente de gasto energético e da atividade metabdlica (STRANDBERG;
SHUMATE; PARROT, 1981). Na tabela 3 sdo mostrados alguns exemplos citados na

literatura cientifica sobre a biossor¢cdo de metais por diferentes espécies fungicas.



37

Tabela 3. Lista de fungos utilizados para biossorcao de metais

Fungo Metais Referéncia

Aspergillus flavus Pb, Cu, Zn Akar; Tunali (2006); Faryal et al. (2006)

A. foetidus Cr Prasenjit; Sumathi (2005)

A. fumigatus Zn Faryal et al. (2006)

Aspergillus sp. CdeCr Ahmad et al. (2005); Fukuda et al. (2008)
Cd, Cu, Pb, Holan; Volsky (1995); Niu et al. (1993);

Penicillium chrysogenum Th,U Zn (P;égf)k;ises 2{'55 cz%)o;g;k.?_\gnr?gshlgneg al.

e Cr (2003); Tsezos; Volesky (1981)

P. cyclopium Cu lanis et al. (2006)

P.janthinellum Cr Kumar et al. (2008)

Penicillium sp. CoeCr Fukuda et al. (2008); Pal et al. (2006)

Rhizopus arrhizus Cu, Th, U, Bhainsa; D’Souza (2008); Subudhi; Kar

ou R. oryzae Zn, Cr (2008)

Aspergillus niger, A. sydoni,

P. janthinellum e Ni, Zn,Cre Cd  Kumar et al., (2012); Pallu (2006)

Trichoderma viride

Inonotus hispidus As Tsezos; Volesky (1981)

Fonte: Adaptado de Martins (2009).

2.4.2 Acumulagéo extracelular

Na acumulacdo extracelular, também conhecida como adsorcdo, os ions metélicos se

ligam a parede celular dos micro-organismos. Neste caso, como dito anteriormente, ndo ha

gasto energético e o processo é realizado independente dos micro-organismos estarem ou

ndo realizando suas func@es vitais. A independéncia do metabolismo ocorre pelo fato de

ndo ser necessario um gasto energético por parte da célula microbiana, para que haja

captacdo dos ions metalicos. Portanto, neste caso, a remocdo pode ocorrer usando tanto

células vivas quanto células mortas (GADD, 1992).
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Praticamente todo material biol6gico possui afinidade por metais, inclusive toxicos, e
radionuclideos. Em geral, a parede celular dos micro-organismos possui diversos
componentes que se ligam aos metais, contribuindo, assim, para o processo de adsorcéo.
Alguns mecanismos pelos quais 0s metais interagem com a parede celular ja foram
estabelecidos. Por exemplo, diversas biomoléculas presentes na parede celular funcionam,
especificamente, como ligantes de metais e, portanto, a adsor¢do € induzida pela sua
presenca (GADD, 1993). Segundo este autor, estas moléculas intermediam a ligacdo dos
micro-organismos aos metais como, por exemplo, a melanina fangica, que pode ter sua
producdo aumentada quando a cultura é exposta a concentragdes subletais de metais

toxicos, aumentando as taxas de adsorcao.

Muitos fungos possuem uma quantidade elevada de quitina em sua parede celular, e
esse polimero de N-acetilglicosamina é um efetivo biossorvente de metais e
radionuclideos. Do mesmo modo, além dos polissacarideos e mucopolissacarideos
constituintes da parede celular, substancias poliméricas extracelulares (EPS, do inglés
extracellular polymeric polyssacharides), e algumas proteinas produzidas por alguns
micro-organismos apresentam grande potencial de ligacdo com metais téxicos (GADD,
1993).

As ligacBes caracteristicas do fendbmeno de adsorcdo ocorrem, principalmente,
segundo Bandeira (2007), por influéncia das forcas de Van der Waals e sdo, portanto, de
natureza essencialmente fisica. Porém, por ndo serem ligacdes fortes, a adsorcdo pode ser
facilmente revertida. Em alguns sistemas, forcas adicionais ligam as moléculas adsorvidas
a superficie do solido. Nestes casos, as forcas sdo de natureza quimica e envolvem a troca
ou o compartilhamento de elétrons, ou possivelmente moléculas formando atomos ou
radicais. Em tais casos, 0 termo quimiossorcdo é usado para descrever o fendmeno e é
restrito somente a uma camada de moléculas na superficie, embora possa ser seguida por

camadas adicionais de moléculas fisicamente adsorvidas.

Dependendo do tipo de ligacdo, a adsorcdo pode ser definida como especifica e ndo
especifica. De forma geral, os ions adsorvidos por meio de ligagfes covalentes ou ibnicas
sdo mais fortemente retidos, e o fendmeno é chamado de adsor¢do especifica. Quando a
interacdo entre os ions e as particulas ocorre por forcas fisicas, como a de Van der Waals,

tem-se a adsor¢é@o nao especifica.
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2.4.3 Acumulagéo intracelular

Os metais, de uma maneira geral, sdo importantes para a realizacdo dos processos
vitais dos micro-organismos. Alguns deles como o cobre e o zinco sdo considerados
nutrientes essenciais e sdo usados como catalisadores de reacdes bioquimicas,
estabilizadores de proteinas e mantenedores do equilibrio osmético da célula (JI; SILVER,
1995). O cobre, por exemplo, é um elemento essencial para a sobrevivéncia das bactérias e
fungos do solo, mas pode se tornar tdxico quando a concentracdo excede 750 mg/g
(BAATH, 1989). Em consequéncia, a célula deve ter meios de carrear para dentro os

elementos de interesse para suas funcfes metabolicas.

A acumulacdo intracelular de metais, processo também denominado absorcéo, resulta
da interiorizacdo dos elementos mediada por ATP; portanto, a célula deve estar
metabolicamente ativa. No entanto, a atividade metabdlica celular pode resultar na geracéo
de metabdlitos que por sua vez podem causar a alteracdo de alguns fatores tais como pH,
potencial redox (Eh), e concentracdo de substancias organicas e inorganicas, intra e
extracelularmente, e que, por conseguinte, poderd interferir no processo de biossorcdo
(TING; LOWSON; PRINCE, 1989; GADD, 1990). Os mecanismos de transporte
envolvidos na acumulacao intracelular de metais pesados sdo pouco conhecidos. Uma das
possibilidades relacionadas ao acimulo de metais seria a de que 0s metais pesados podem
ser captados via sistemas de transporte de membrana, que s&o essenciais para 0
desenvolvimento microbiano. Uma vez dentro das células, e dependendo do elemento
metalico e do micro-organismo, as espécies metalicas podem se ligar a proteinas, que leva
a sua precipitacdo, ou se inserir em estruturas ou organelas celulares (GADD, 1992;
ECCLES, 1995; GADD, 2004). A figura 2 mostra um esquema sobre 0s mecanismos de

interacdo entre metais e células microbianas.
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Complexagdo e efluxo
!
Biosorgdo na
Complexagao superficie celular
¢ estocagemem
compartimentos .

intracelulares

Liberagao extracelular Complexagio via

Figura 2. Representacgéo de interacfes entre metais e micro-organismos.
Fonte: Birch; Bachofen (1990).

As interaces relacionadas a complexacgdo sdo aquelas em que um agente, chamado
complexante, se liga ao ion metalico no meio ambiente, com formagdo de um complexo,
que através do transporte via membrana podera realizar diferentes rotas. Para Bezerra,
Takiyama e Bezerra (2009), as reacdes de complexacdo sdo as que tém maior significancia,
pois estdo diretamente relacionadas com a geoquimica dos ions metélicos, podendo
modificar a sua solubilidade, carga e potencial redox. Essas mudangas podem, ainda,
influenciar a biodisponibilidade, transporte e migracdo dos metais nos ecossistemas
aquaticos, por exemplo. A grande importancia quimica dos agentes complexantes em
sistemas bioldgicos se baseia na sua capacidade potencial de alterar o estado fisico dos
metais em solucdo (BIRCH; BACHOFEN, 1990).

Nem todas as espécies catidnicas podem ser acumuladas dentro das células, e quando é
possivel, o fendmeno vai depender da sua afinidade e especificidade. Além disso,
comparativamente ao mecanismo de adsorg¢éo fisico-quimico, a remocdo de ions metalicos
pela acumulacdo intracelular é usualmente mais lenta que. Mas, em contrapartida, maiores

quantidades de metal podem ser acumuladas (GADD, 2001).
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2.5 FUNGOS E A BIOSSORCAO DE METAIS

Mundialmente, j& foram descritas mais de 99.000 espécies de fungos (KIRK et al.,
2008), das quais cerca de 13.800 foram também isoladas no Brasil, 0 que corresponde a
aproximadamente 14% da biodiversidade global até recentemente descoberta
(LEWINSOHN; PRADO, 2006)

Os fungos sdo ubiquos, o0 que permite que sejam isolados dos mais variados habitat
em todo o planeta, na forma esporulada ou vegetativa, de vida livre ou em associacdo com
algas (MAIA; JUNIOR, 2010). Na biosfera, a maior diversidade de fungos é encontrada no
solo. Isto se deve ao fato de serem organismos heterotréficos e o solo, em geral, conter
grande quantidade de matéria organica, tanto de origem animal quanto vegetal, tornando-se
uma fonte inesgotavel de nutrientes, prdpria para o desenvolvimento dos micro-organismos
em geral, e em especial para os fungos (ROITMAN; TRAVASSOS; AZEVEDO, 1991;
SILVEIRA, 1995).

No solo, os fungos se encontram desde a superficie até uma profundidade que varia
de 15 a 20 cm. De fato, os fungos e as bactérias constituem a maioria da microbiota deste
habitat; e, em se tratando de solos acidos e ricos em matéria organica, o nimero de fungos
pode ser bem maior do que o das bactérias (SILVEIRA, 1995).

Em 1957 foram catalogadas 690 espécies pertencentes a 170 géneros de fungos
oriundos do solo (GILMAN, 1957 apud ROITMAN; TRAVASSOS; AZEVEDO, 1991).
Desde entdo, muitas novas espécies fungicas foram isoladas do solo, sendo 0s géneros
mais frequentemente encontrados: Mucor, Penicillium, Trichoderma e Aspergillus,
seguidos por Rhizopus, Zygorhynchus, Fusarium, Cephalosporium e Verticillium
(ROITMAN; TRAVASSOS; AZEVEDO, 1990; SILVEIRA, 1995).

Os fungos apresentam diversas caracteristicas biologicas que os transformam em
organismos de atividade indispensavel no ambiente. A atencdo dispensada a estes micro-
organismos vem aumentando a cada ano, uma vez que sao descobertos novos usos para sua
biomassa ou produtos por eles gerados. A figura 3 mostra algumas das aplicaces dos

fungos nos mais variados setores.
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Figura 3. Principais beneficios proporcionados pelos fungos.
Fonte: PUTZKE; PUTZKE (2002).

De acordo com a vasta literatura sobre o tema, fungos filamentosos e leveduras tém
mostrado, ao longo dos anos, excelentes caracteristicas biossortivas. Estes micro-
organismos possuem, entre outras vantagens, alta velocidade de reproducéo, e sintese de
elevada quantidade de material celular (biomassa), bem como podem ser manipulados
geneticamente, o que pode intensificar o seu poder de biossor¢do. Adicionalmente,
considerando o intensivo emprego de fungos em bioprocessos industriais, poder-se-ia usar
as biomassas fungicas por eles geradas como agentes biossorventes, contribuindo para a
sustentabilidade do planeta. Por exemplo, estes micro-organismos sao utilizados na
producdo de acidos organicos, como galico, citrico e kojik, como também de enzimas
como amilases e lipases (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995). Segundo Waihung
(1999), a utilizagdo de biomassa residual na biossor¢do de metais pode gerar um ganho nos
rendimentos para a industria, uma vez que reduz os custos relacionados com a disposicao

dos rejeitos solidos.
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Araljo e Lemos (2002) isolaram oitenta linhagens de fungos filamentosos de solo
contaminado com 5% (m/m) de petréleo, das quais 75% apresentavam capacidade de
degradar hidrocarbonetos. Os quatro géneros preponderantes foram: Aspergillus,

Penicillium, Paecilomyces e Fusarium.

Outro estudo mostrou a capacidade de cinco espécies fungicas - Aspergillus niger, A.
versicolor, Penicillium corylophilum, P. chrysogenum e Saccharomyces cerevisiae — em
sorver metais pesados (FARIAS; LEMOS, 2008). Todas as linhagens foram
potencialmente efetivas na biossorcdo dos metais testados (cobre, zinco e manganés),
destacando-se A. versicolor. Volesky e Holan (1995) e Kapoor e Viraraghavan (1995),
também comprovaram a eficacia de algumas espécies fungicas como Rhizopus arrhizus,
Absidia orchidis, Aspergillus niger, Penicillium nonatum, P. chrysogenum e
Saccharomyces cerevisiae na remocdo de metais como uranio, tério, chumbo, ouro, cobre e

cadmio, entre outros, de efluentes contaminados.

Price, Classem e Payne (2001), trabalhando com rejeito liquido da suinocultura,
contendo elevados teores de cobre e zinco, observaram que 0s metais podiam ser
acumulados em niveis fitotdxicos em solos utilizados na agricultura. No estudo,

Aspergillus niger foi apontado como o de maior potencial de biossorgéo.

No estudo de Lopez e Vazquez (2003), uma linhagem de Trichoderma atroviride,
obtida de uma usina de tratamento de agua, localizada em Madrid (Espanha), foi usada
pela sua capacidade de captacdo de metais pesados e pela sua potencial tolerancia a cobre,
zinco e cadmio. Foi mostrado que esse fungo é capaz de sobreviver em altas concentracdes
de metais, aparentemente, como resultado da selecdo natural de células resistentes. O
crescimento do fungo e o potencial de captagdo foram avaliados para um unico cation, bem
como para combinagdes de dois ou trés elementos, de modo a estabelecer as interacdes

sinérgicas e antagonicas.

A remediagdo de metais pesados de solos, aguas de superficie e subterraneas pode
ser mais efetiva pelo emprego de biossurfatantes de origem microbiana (CHRISTOFI;
IVSHINA, 2002). Prata, Lemos e Barros (2008) determinaram a capacidade produtiva de
linhagem de P. corylophilum na sintese de substancia com propriedade tensoativa. Em
funcdo do baixo indice de emulsificacdo, de apenas 5,5%, e da reducdo da tenséo
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superficial da dgua de 72 mN/m para 31,4 mN/m, foi sugerido ser o biossurfatante um
glicolipideo ou um lipopeptideo.

O cenario apresentado permite indicar o uso de micro-organismos, especialmente de
fungos filamentosos, como alternativa no tratamento de areas impactadas com metais
pesados. Como também € possivel indicar, dentre as inumeras espécies de fungos
existentes, 0 emprego das espécies do género Penicillium, em particular P. corylophilum,
como agente biorremediador. Fungos do género Penicillium, pertencentes a familia
Trichocomaceae e ao filo Ascomicota, estdo amplamente distribuidas no ambiente. No
caso especifico de P. corylophilum, foi relatado seu isolamento de material em

decomposicdo, solo, graos de cereais e ambientes com baixa umidade (SILVA et al., 2006)

O levantamento bibliografico realizado deixa patente a importancia da busca por
estratégias que possibilitem a regeneracdo de areas contaminadas com metais pesados. A
adoc¢do de medidas € do interesse da sociedade civil, do governo, e de vérias industrias que

estdo engajadas a propostas mais sustentaveis.
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Capitulo 3: Materiais e Métodos

3.1 MICRO-ORGANISMO

Foi utilizada a linhagem do fungo Penicillium corylophilum CCFIOC 4297, isolada
de solo contaminado pela Dra Liliana Solérzano Lemos e que atualmente pertence a
Colecéo de Culturas de Fungos Filamentosos (CCFF) do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz,
RJ, sob a coordenacdo da Dr* Maria Inez de Moura Sarquis, onde esta sendo mantida na

forma liofilizada (Figura 4).

Estudos prévios realizados sob a orientacdo da Dra Liliana Lemos no CETEM

revelaram a capacidade desta cultura fungica como biossorvente de metais.

Figura 4. Linhagem liofilizada do fungo Penicilllium corylophilum.

3.2 MANUTENCAO DA CULTURA

Culturas estoques da linhagem flangica foram mantidas no laboratério por
subcultivos mensais em tubos de ensaio contendo o meio Batata Dextrose Agar (BDA)
inclinado, conforme recomendado pela Colecdo de Cultura CCFF. Apds sete dias de

incubacdo em estufa a 30°C, a cultura era preservada em geladeira a cerca de 4°C.
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3.3 PREPARO DO INOCULO

Para ativacdo e propagacdo do micro-organismo, esporos da cultura estoque (item
3.2), de no maximo 30 dias, foram semeados em meio BDA, distribuido em garrafas de
Roux. Para tanto, os esporos de 3 tubos de ensaio foram suspensos em 30 mL de agua
destilada estéril, dos quais 10 mL foram distribuidos sobre os meios solidificados nas
garrafas com o auxilio de esferas de cristal previamente esterilizadas em autoclave a 1 atm
por 30 min. Todo o procedimento foi realizado assepticamente em cémara de fluxo

laminar.

Apos 7 dias de incubacdo em estufa a 30 + 1°C, os esporos de trés garrafas foram
transferidos para frasco Erlenmeyer de 250 mL de capacidade contendo 100 mL de &gua
estéril, que a seguir foi disposto em agitador rotatorio (Controlled Enviromental Incubator
Shaker, New Brunswick Scientific Co, EUA), a 150 rpm e 30£1°C por 10 min., com o
propdsito de dispersar os esporos. De modo a facilitar a dispersdo dos esporos na agua, foi

adicionado 0,5 mL de Tween 80 a 4gua antes da autoclavacéo.

A seguir, aliquotas retiradas da suspensdo de esporos apropriadamente
homogeneizada, foram convenientemente diluidas, e dispostas em camara de Neubauer
para contagem dos esporos. O valor médio de trés contagens distintas foi utilizado no
calculo do volume de suspensdo a ser empregado nos ensaios de biossorcdo. Este
procedimento teve como propdsito padronizar as concentracdes iniciais de esporos

especificas em cada ensaio.

3.4 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES
3.4.1 Meios de cultura

3.4.1.1 Meio Batata Dextrose Agar (BDA)

O meio de cultura utilizado para obtencdo de esporos foi 0 BDA, meio indicado para
0 crescimento de fungos, sendo dextrose a principal fonte de agucar simples e batata a
fonte dos demais nutrientes requeridos para suas fungdes metabolicas (SAIl; TELES;
AZEVEDO, 2012).
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3.4.1.2 Meio Agar Sabouraud

Este foi 0 meio de cultura utilizado para desenvolvimento dos esporos em pellets,
que foram empregados nos ensaios onde o micro-organismo foi testado na forma

vegetativa.

3.4.2 SolucgGes de metais

Para as solucOes de metais, inicialmente foi preparada uma solugdo concentrada de
cada um de acordo com o peso de cada composto, utilizando os reagentes metalicos na
forma de cloreto, no caso do niquel e de sulfatos, no caso do cobre, zinco e cromo. As
concentracdes de cada reagente utilizadas para a preparacdo de 25 mL de solucdo
concentrada foram: 4,02 g de NiCl,.6H,0; 4,4 g de ZnSO,4.7H,0; 3,93 g de CuSO4.5H,0 e
7,0 g de CrS04.12H,0. A partir destas solucdes concentradas, foram retiradas aliquotas

para uso nos ensaios de biossorcdo. A figura 5 apresenta as solugcdes de metais preparadas.

Figura 5. SolucBes de metais utilizadas nos experimentos
[A — Niquel; B- Cobre; C — Cromo; e D- Zinca].
3.4.2.2 Solucdes de sais

Para os ensaios de avaliacdo do efeito do suprimento de fontes de nitrogénio, fosforo
e enxofre, foram preparadas solugdes concentradas individuais de (NH4),HPO,4 (200 g/L) e
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MgSQO,.7H,0 (200 g/L), que foram em seguida esterilizadas separadamente por filtragéo
em membrana Millipore com 0,22 um de porosidade, recolhidas em frascos estéreis e

mantidas em geladeira a aproximadamente 5°C.

3.5 ETAPAS EXPERIMENTAIS

3.5.1 Avaliacdo dos parametros de relevancia para biossor¢do de niquel por conidios de P.
corylophilum

Todos os ensaios foram realizados em escala de bancada, em frascos Erlenmeyer de
250 mL de capacidade, contendo 100 mL da solucdo aquosa de niquel constituida de
distintas concentragdes de niquel, de (NH4);HPO, de MgSO,.7H,0, e de sacarose de

acordo com planejamento experimental, detalhado mais adiante (item 3.5.1.1).

As solucbes foram preparadas, inicialmente, em béqueres graduados de 200 mL,
contendo 90 mL de &gua destilada, na qual foram dissolvidas as quantidades especificas de
cada constituinte. Em seguida, o pH foi aferido e ajustado para os valores previamente
definidos com 0,1M HCI ou 0,1M NaOH, conforme o caso. As solucdes foram entdo
transferidas para bal6es volumétricos e seu volume aferido para 100 mL com &gua
destilada. A seguir, as solugdes foram autoclavadas a 121°C por 20 min. e acondicionadas

no escuro sob-refrigeracdo até 0 momento do uso.

Uma vez inoculada, conforme o planejamento experimental, as solucGes foram
incubadas em agitador rotatorio a 150 rpm e 30°C em diferentes periodos de tempo (Figura
6).
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Figura 6. Imagens dos frascos Erlenmeyers contendo as solugdes de niquel e conidios dispostos em
agitador rotatorio para avaliacao da biossorcao.

Ap0s o tempo previsto para cada condicdo ensaiada, todo o volume contido em cada
frasco foi filtrado a vacuo em membrana Millipore de 3,0 um de porosidade, de modo a
separar a biomassa. Aliquotas das solugdes filtradas, livres de biomassa, foram recolhidas e
enviadas para andlise da concentracdo final de niquel pelo método de Espectrometria de
Absorgdo Atdmica (EAA).

A biomassa retida na membrana foi quantificada pela técnica de peso seco. Com 0s
dados obtidos, pode-se calcular o valor de “q”, ou seja, a quantidade de metal adsorvido
por grama de biomassa, através da equacdo 1 (MOREIRA, 2007; CALFA; TOREM,
2004). Assim, foi possivel comparar a remo¢do do metal em relacdo ao percentual e a
remocao em mg/g.

_r=(-C,) Eq.1
M

q

Onde:
g — Quantidade de metal adsorvido por grama de biomassa (mg/g)

V — Volume da solugéo contendo o metal (L)
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Ci — Concentracao inicial de metal (mg/l)
Cf — Concentracéo final de metal (mg/l)

M — Massa da biomassa (g)

Na figura 7 estd representado o esquema simplificado adotado nesta etapa do
trabalho.

%7 N\

Penicillium corylophilum.
(10° 10’ e 5.10°
esporos/mL)

Shaker 30°C e 150 rpm. Solugdo de Niquel
1h,12he24h (10, 20 e 30 mg Ni. L™)

g ‘ Leitura em EAA

Figura 7. Esquema simplificado do procedimento adotado para avaliacdo da biossorcéo de niquel

por P. corylophilum segundo planejamento experimental Plackett & Burman. Fonte: Adaptado de
PALLU (2006).

3.5.1.1 Delineamento experimental

Os testes realizados neste trabalho foram baseados no planejamento experimental
P&B (Plackett & Burman). Este tipo de analise ocorre de maneira sequencial e apresenta
como grande vantagem a possibilidade de analise de grande numero de variaveis sem,

contudo, gerar grande quantidade de experimentos.
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Em um primeiro momento foram avaliadas sete varidveis (Tabela 5) com a finalidade
de verificar a influéncia — significativa ou ndo — de cada uma delas. Este planejamento
consistiu em 12 ensaios com trés pontos centrais, ndo havendo, portanto, a necessidade de

realizacdo de duplicatas. Os ensaios foram realizados de modo aleatdrio.

A matriz dos experimentos realizados através do planejamento Plackett & Burman
(P&B12) se encontra na tabela 4. Nela constam, de acordo com a disposicéo dos niveis, as
especificidades de cada ensaio.

Tabela 4. Matriz de experimentos do planejamento Plackett & Burman

Ensaio (NH,),HPO, MgSO, Sacarose Tempo [Niquel] pH

(9) 9 (¢)) (h) (mg) [Biomassa]
1 ar - = + - - +
2 + + + - - - -
3 - + - + + - -
4 + - + + - + -
S + + + - + 2 +
6 + + - + + + -
7 - + + + - + +
8 - - + + + - +
9 - - + - + + -
10 + - - - + + +
11 - + - - = + +
12 - - - - - - -
13 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0

A Tabela 5 mostra as concentracdes correspondentes a cada variavel para cada nivel

do planejamento fatorial P&B12, bem como o tempo e pH, e seus respectivos niveis.

Tabela 5. Niveis das variaveis ensaiadas no planejamento Plackett & Burman

Parametro -1 PC +1
(NH4)2HPO4 (g) 0,5 1 15
MgSO, (9) 0,5 1 1,5
Sacarose (g) 0 5¢ 10
Tempo (h) 1 12 24
Niquel (mg) 10 20 30
pH 2 4 6

Biomassa (conidios/mL) 10° 5 x 10° 10’
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As varidveis resposta foram a concentracdo final de niquel, a variacdo do pH e a

concentragdo de agucar consumido.

Alguns parametros foram fixados baseados em publicagdes cientificas especificas
sobre o0 tema, a saber, a agitacdo e a temperatura foram fixadas e controladas em 150 rpm e
30°C, respectivamente (PALLU, 2006; COLLA, 2012).

3.5.2 Analise comparativa da remocédo de Ni por formas esporulada e vegetativa

3.5.2.1 Formagé&o de pellets

O objetivo desta analise foi o de determinar o tempo necessario para a formacao de
pellets. Para esta analise foram utilizados frascos Erlenmeyers com meio de cultura
Sabouraud, onde foram armazenados em shaker a 30° C e 150 rpm. O tempo total de

contato foi de trés dias, com observac6es diarias. O experimento foi realizado em triplicata.

3.5.2.2 Ensaios de biossorcdo com pellets e conidios

A proposta deste experimento foi estabelecer em qual condi¢do o fungo apresentaria
uma melhor capacidade de remocdo dos metais, se na forma esporulada (conidios) ou

vegetativa (pellets).

A partir dos resultados obtidos na etapa anterior, foi padronizada para inéculo uma
concentragéo inicial de 10° conidios/mL ou pellets produzidos a partir do cultivo prévio de
10° conidios/mL em 100 mL de caldo Sabouraud. Antes do emprego, os pellets foram
separados do caldo por centrifugacdo, garantida a técnica asséptica, e rinsados com agua
destilada estéril. As demais condi¢bes foram: 30 mg/L de niquel; pH 6,0; e nenhuma
adicéo de nutrientes. O tempo total de contato foi de 24 h, com retiradas com 15 min., 30
min., 1h, 6 h, 12 h e 24 h, quando foi feita a separacdo da biomassa por processo de
filtragem conforme descrito no item 3.5.1, sendo o filtrado enviado para a analise de EAA.

O diagrama de quadros apresentado a seguir esquematiza os procedimentos adotados

nesta etapa (Figura 8).
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Suspens&o de conidios 10° conidios/ mL foram

o utilizados para a formacgao

dos pellets no meio de

Contagem em Camara de cultura Sabouraud (3 dias em
Neubauer shaker)

Incubagdo em shaker Inoculagdo dos conidios e

por 24h com retiradas nos dos pellets na solugdo

contendo niquel

tempos 15 min., 30 min., 1 h,

6h,12he24h.

Filtragdao e andlise

por EAA

Figura 8. Diagrama de quadros com a descri¢cdo do ensaio realizado para avaliacdo do
emprego de conidios e pellets na biossorcao de niquel.

3.5.3 Avaliagdo da biossor¢do de diferentes metais pesados por conidios

3.5.3.1 Teste em sistemas competitivos

A proposta deste ensaio foi verificar o comportamento do fungo quanto a taxa de
sor¢do de metais em conjunto. As concentragdes dos metais foram mimetizadas em
laboratorio a fim de simularmos o tratamento de um efluente verdadeiro. Para tanto, foi
adotada como composicdo base a de um efluente real de uma industria de galvanoplastia

(Tabela 6), segundo trabalho publicado por Costa, Schneider e Rubio (2000). Os metais
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utilizados nesta etapa foram cobre, cromo e zinco, além do niquel, sendo as concentra¢Ges

dos metais estabelecidas de acordo com as concentracbes meédias do efluente real

mimetizado.

Tabela 6. Composi¢do média de efluentes de indUstrias de Galvanoplastia
Parametros Média Minimo Maximo
Temperatura (°C) 25 20 28
Cianeto (mg/L) 16,3 0,026 53
Cobre (mg/L) 12,9 0,1 52,5
Cromo VI (mg/L) 54 0,018 26,6
Cromo total (mg/L) 13,8 0,14 62,5
Ferro (mg/L) 10,1 0,5 42,8
Niquel (mg/L) 9,94 0,05 445
Oleo e graxas (mg/L) 98 1,0 868
pH 5,68 1,6 9,5
Residuo ndo filtravel (mg/L) 473 8 2450
Residuo sedimentavel (mg/L) 1,98 0,1 8,5
Sulfato (mg/L) 107 12 650
Zinco (mg/L) 22,3 0,16 260

Fonte: CETESB/SP apud Costa, Schneider e Rubio (2000).

Em um primeiro momento procurou-se testar a interacdo entre o niquel e um dos
outros metais. Sendo assim, foram preparados os seguintes sistemas binarios: Ni e Cu, Ni e
Cr e Ni e Zn. Também foi testado o comportamento do fungo para um sistema quaternario

contendo uma combinacdo dos quatro metais em associacao.

Todos os sistemas foram ensaiados sem e com adic¢do de sais de nitrogénio, fosforo e
enxofre, sendo todos realizados em triplicata. De sorte que, o0s resultados foram expressos

em valores médios.

O preparo das solugdes foi feito de acordo com o item 3.4.2. O pH das solugGes foi

ajustado para 5,7 conforme descrito na tabela acima e o tempo total de contato foi de 24h.
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3.5.3.2 Teste em sistemas ndo competitivos

Foram realizados testes com todos 0s metais em solugdes individuais, com o intuito de
comparar a taxa de rendimento do fungo para cada metal individualmente. As condigdes
dos experimentos foram idénticas ao do item 3.5.3.1, exceto pelo fato de ndo haver

combinagOes de metais.

3.6 DETERMINACOES ANALITICAS

3.6.1 Contagem de esporos

A contagem foi feita em microscopio Optico com auxilio da camara de Neubauer
(VIEIRA et al., 1979). Com este fim, amostras da suspensdo de conidios foram
convenientemente diluidas de modo a permitir uma contagem total entre 200 e 300
unidades no volume de 1 mm? correspondente aos 25 quadrantes centrais da camara
(SIMON; CAYE-VAUGEN; BOUCHONNEAU, 1993).

3.6.2 Concentracdo de aclcar

Nos ensaios realizados com sacarose, de acordo com o planejamento experimental
(item 3.5.1), foram determinadas as concentrac@es iniciais e finais da fonte de carbono,
para céalculo do agucar consumido pela biomassa. O intuito era analisar se a presenca da

fonte de carbono influenciava a capacidade do micro-organismo em biossorver o metal.

Foi utilizado o método de Somogyi-Nelson, cujo principio se baseia na reducdo de
Cu™ a Cu" pelos aglicares redutores (glicose e frutose), produtos gerados a partir da
hidrélise da sacarose, com formagdo de Cu,O, que reduz o arsenomolibdato e produz um
composto de coloragdo azul (EMBRAPA, 2013). Tendo em vista que a sacarose ndo € um
acucar redutor para emprego desta metodologia ha necessidade de ser realizada a hidrolise
da amostra antes de ser efetuada a analise. Para tanto, 1 mL da amostra deve ser acrescido
de igual volume de 0,2M de HCI e logo a seguir colocado em banho a 65-70°C. Decorridos

10 min., a amostra deve ser resfriada para s6 entdo dar inicio ao protocolo analitico.
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3.6.3 pH

As medicdes do pH foram realizadas logo apds o término do periodo de tempo
previsto para cada ensaio. As analises foram realizadas em potenciémetro digital
(QUIMIS, modelo Q400AS).

3.6.4 Espectrometria de Absorcdo Atomica (EAA)

A determinacdo da biossorcdo do niquel pelo fungo foi realizada através do método
de espectrometria de absorcdo atdbmica na Coordenacdo de Analises Minerais (COAM) nas

dependéncias do CETEM - Centro de Tecnologia Mineral.

Esta técnica tem sido amplamente utilizada para determinacao e identificacdo de ions
metélicos em diferentes tipos de amostras, tanto solidas quanto liquidas, por ser
considerado um método qualitativo e quantitativo bastante preciso. Outras vantagens deste
método sdo a rapidez, a elevada seletividade e os custos relativamente moderados
(MUSTRA, 2009).
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Capitulo 4. Resultados e Discussao

4.1 Influéncia dos pardmetros de cultivo na remocdo de Ni por conidios de Penicillium
corylophillum CCFIOC 4297

Inicialmente, foi empregado o delineamento experimental de Plackett & Burman
(P&B) para avaliagdo da influencia de oito fatores: concentracdes de biomassa, de
sacarose, dos sais minerais (NH,);HPO, e MgSQ,, e de niquel e, ainda, pH e tempo, na
biossor¢do de niquel pelo fungo filamentoso. Os fatores foram estimados em dois niveis
correspondendo a doze ensaios, e mais trés repeticdes no ponto central, totalizando quinze
ensaios. Na tabela 7 foram compilados os dados da matriz P&B, bem como os valores
obtidos referentes as variaveis resposta, que incluem a remocao do niquel, consumo de

sacarose e variagdo do pH.

A partir dos dados referentes as concentracdes iniciais e finais de niquel em solucéo
aquosa sintética foram calculados os valores de remocdo percentual, que podem ser
visualizados na tabela 7 e na figura 9. A analise da figura permite inferir que a linhagem P.
corylophilum CCFIOC 4297 é capaz de remover niquel, embora a taxa de biossor¢éo tenha
variado de acordo com as condicdes do ensaio. A excecdo do ensaio 11, onde a remogcéo de
niquel foi nula, o percentual de remocdo do metal variou de 5% (ensaio 4) a 56-58%
(ensaios 10 e 9, respectivamente). Resultados semelhantes foram obtidos por Martins
(2009) ao utilizar oito espécies de Penicillium (P. minioluteum, P. citrinum, P. janczewskii,
P. funiculosun, P. pinophilum, P. sclerotiorum, P. janthinellum e P. brasilianum) isoladas
de solo. O autor alcancou maximos de remocéo de 41,8% para chumbo e 34,3% para
cromo pelo emprego de conidios em mistura binaria dos metais. J& lanis, Tsekova e
Vasileva (2006) conseguiram melhores resultados para remocdo de cobre (75%) pelo

emprego de P. cyclopium.



Tabela 7. Matriz do planejamento Plackett & Burman para avaliagdo de 7 fatores na remogao de niquel
pela linhagem P. corylophilum CCFIOC 4297

Parametros Respostas

Ensalo (NH,),HPO, MgSO, Sacarose Tempo Niquel** _pH Biomassa Niquel*? E::;:Jor?: pH
(g/L) (g/L) (g/L) (h) (mg/L) inicial ~ (esp./mL) (mg/L) (/L) final

1 15 0,5 0 24 10 2 10’ 55 - 2,5
2 15 1,5 10 1 10 2 10° 7,9 0,7 2,2
3 0,5 15 0 24 30 2 10° 24,1 - 2,1
4 15 0,5 10 24 10 6 10° 9,5 0,8 55
5 15 1,5 10 1 30 2 10’ 24,4 1,7 1,9
6 1,5 1,5 0 24 30 6 10° 25,5 - 6,0
7 0,5 15 10 24 10 6 10’ 8,8 3,4 55
8 0,5 0,5 10 24 30 2 10’ 22,1 0,1 1,9
9 0,5 0,5 10 1 30 6 10° 12,6 11 59
10 15 0,5 0 1 30 6 10’ 13,2 - 6,0
11 0,5 1,5 0 1 10 6 10’ *3 - 6,1
12 0,5 0,5 0 1 10 2 10° 50 - 14
13 1 1 5 12 20 4 5x10° 14,2 1,6 3,2
14 1 1 5 12 20 4 5x10° 13,8 1,4 3.1
15 1 1 5 12 20 4 5x10° 15,2 1,3 32

*L Concentracéo inicial; ** Concentragéo final em solugéo; ** N&o houve remog#o.
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Figura 9. Remogao percentual de niquel pelo fungo P. corylophilum CCFIOC 4297, segundo dados
gerados pelo planejamento experimental P&B.

Particularmente para a biossorcao de niquel por fungos filamentosos, foi encontrado
o trabalho cientifico realizado por Dias et al. (2002) com biomassa de Aspergillus terreus,
imobilizada em poliuretano, para tratamento de efluente de indUstria metalUrgica. Em
comparagdo ao nosso estudo, o autor obteve melhores resultados, sendo os percentuais de
remocao de 85% para cromo e de 90% para niquel, embora deva ser ressaltado que o

tempo de ensaio foi de 6 dias.

A quantidade de metal adsorvido foi também relacionada a quantidade de biomassa
(valor de q) de acordo com a equacdo 1 (item 3.5.1). Os valores de g, isto €, massa (mg)
de metal removido por massa (g) de micro-organismos, foram plotados na figura 10. O
valor maximo de g de 3,60 mg/g correspondeu ao ensaio 9, 0 que comparativamente a
figura 9 permite definir este parametro como mais indicado para analisar 0 comportamento

do fungo no processo de adsorcao.
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Figura 10. Comportamento da biomassa na remogao de niquel (Valor de g: mg do metal por g de
biomassa).

Ainda de acordo com a tabela 7, pode-se observar que, de uma maneira geral, nos
ensaios com adicdo de sacarose, 0 consumo deste substrato foi baixo, variando de 1% a
30,4% (ensaio 7). A correlacdo entre a remocdo percentual de niquel e o consumo da fonte
de carbono pode ser melhor analisada na figura 11. Nota-se que a remogédo do metal foi
independente do consumo de substrato, indicando ndo ser a captacdo do metal pelo fungo

condicionada a atividade metabdlica.

Segundo Franco et al. (2004), a adsor¢do de ions metélicos ocorre sem que haja
necessariamente qualquer atividade metabodlica por parte da célula, sem gasto energético,
constituindo-se em um processo passivo. Neste caso, forgas eletrostaticas seriam as

responsaveis pela aderéncia destes ions a superficie celular.

Pallu (2006), em trabalho realizado com biomassa micelial (viva e morta) de
Aspergillus sp. para a remocdo de cadmio, demonstrou que as func@es fisiologicas da
biomassa néo interferem de modo significativo no processo de biossor¢éo. O autor sugere
que o fendbmeno estaria mais associado a mecanismos envolvendo a parede celular

(adsorcao) do que a transporte ativo envolvendo a membrana ou o metabolismo da célula.
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Analisando ainda a figura 11, constata-se que 0s maiores consumos de sacarose
foram determinados nos ensaios realizados com o menor teor de fosfato, a maior
concentracdo inicial de sacarose e pH inicial de 6,0. Logo, o consumo de substrato nao foi

influenciado pela concentracao inicial de conidios e tampouco pelo tempo de processo.

Além disso, se for considerado que a segunda melhor remocdo de niquel foi
alcancada no ensaio 10, que ndo recebeu a fonte de carbono, pode-se concluir que a
biossorcdo deste metal independe da germinacdo dos conidios. Portanto, o processo de
biossorcéo pode ser eficientemente conduzido pelo emprego de conidios. Esta conclusao é
corroborada por Damasceno et al. (2007) que avaliaram a biossorcdo de metais pelo
emprego de conidios de Aspergillus niger no tratamento de efluente da indudstria

petroquimica. Na auséncia de substrato, a remocéo foi de 54% em 12 h.
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Figura 11. Relagdo entre a remog&o de niquel e o consumo de sacarose nos ensaios realizados conforme
planejamento P&B12.

No presente estudo fica claro que o fungo ndo depende do substrato para realizar a
biossorgéo, caracterizando assim, um processo passivo de remocao. Desta maneira, pode-
se supor que o processo predominante de biossor¢do realizado por P. corylophilum
CCFIOC 4297 foi a adsorgéo.
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Nas condi¢des dos ensaios 9 e 10 (Tabela 7), onde foram obtidos os valores méximos
de remocao de niquel, tem-se, em comum, o menor nivel de sulfato de magnésio (0,5 g/L),
o maior nivel de niquel (30 g/L), o valor inicial de pH de 6,0 e 0 tempo de exposi¢édo de 1
h. Porém, cabe mencionar que no ensaio 12, onde a remocao do metal foi de 50%, o pH
inicial era de apenas 2,0. Sabe-se que o valor de pH possui forte influéncia na taxa de
remocdo dos metais uma vez que estd intimamente relacionado com a solubilidade dos
mesmos em solucdo. Segundo Pino (2005), o pH é um dos fatores mais importantes no
processo de remocgdo de metais pesados por biomassas microbianas, visto que, alem de

influenciar na solubilidade dos metais, também esté relacionado com a sua especiacao.

Na figura 12 foram plotados os valores referentes a variacdo do pH para cada um dos
quinze ensaios realizados (Tabela 7). Podem ser observadas variagfes positivas e negativas
variando de 4,5% a 28,5%. As maiores variacdes ocorreram quando o pH inicial foi
ajustado em 4, enquanto para o pH 6 foram observadas as menores alteracGes. Ressalta-se
que as melhores taxas de remocdo foram alcancadas nos ensaios 9 e 10, onde o valor
inicial de pH foi 6. Porém, em todos os valores de pH estudados houve decréscimo do teor
de metal em solucdo, ao contrario do que € reportado por Pino (2005). Este autor,
estudando diferentes valores de pH para a remocdo de niquel por biomassa fungica,
concluiu que em valores de pH 3 ou 4, hd um ligeiro incremento na biossorcao, ja em pH
entre 4 e 6, a sor¢do ocorre de maneira constante e em pH entre 6 e 8 ha aumento na taxa
de sorcdo do metal. O autor constatou ainda que a remocéo cai rapidamente em valores de

pH acima de 8, devido a precipitacdo do metal na forma de Ni (OH)s.



63

1 2 3 I!IGI IylyllollllLI | | |

Variagdo do pH

Ensaios

Figura 12. Variacédo do pH nos ensaios realizados segundo planejamento P&B12.

Em relacdo ao tempo de residéncia, os melhores resultados (> 50% de biossor¢ao)
foram alcancados em apenas 1 h (ensaios 9, 10 e 12). Estes resultados indicam que 24 h é
um tempo além do necessario para biossorcdo de niquel pelo emprego de conidios nas
condicdes ensaiadas, mesmo quando estabelecidas as condi¢cdes minimas para germinacéao.
Se por um lado, o tempo é um dos pardmetros de maior significancia na biossorcdo de
metais, por outro, dependendo da concentracdo do metal e do biossorvente, pode interferir

negativamente no fenbmeno por causar a saturacdo da biomassa.

Outros trabalhos também alcancaram bons indices de remogdo em curto periodo de
tempo. Alguns exemplos de biossorcdo por diversas biomassas fungicas sdo descritos a
seguir, uma vez que nao foram encontrados relatos na literatura cientifica quanto a
capacidade da espécie fungica empregada neste estudo (P. corylophilum CCFIOC 4297)

em relacdo a biossorcao.

De acordo com Faryal, Lodhi e Hameed (2006), a biossor¢do de zinco por biomassa
fangica, empregada na forma de conidios, foi de 64,5% para Aspergilkus. flavus e 88%
para Aspergillus fumigatus em 30 minutos. Elevados percentuais de remogao de chumbo

também foram obtidos por Qazilbash et al. (2006) pelo emprego de A. niger, em pellets,
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vivos e inativados. Os autores obtiveram 99,8% de remocdo do chumbo com a biomassa

morta em 80 minutos e 96,4% de remog&o pela biomassa viva em apenas 30 minutos.

Em estudo utilizando biomassa micelial seca de diferentes linhagens de Penicillium spp.,
isoladas de solo, as taxas de biossorcdo de cobalto também foram altas em periodos curtos,
aumentando de 78% em 15 min para 89% em 60 min. (PAL; GHOSH; PAUL, 2006). A
potencialidade do emprego de fungos filamentosos na remogéo de cromo de efluente da
indUstria de galvanoplastia também foi demonstrado por Kumar, Bishnoi e Bishnoi (2008).
Apo6s 60 minutos, foram alcancadas remocdes de 87% a 91% pelo emprego de conidios de

A. niger, A. sydoni e P. janthinellum.

A biossorc¢édo do ion cobre (1), em solugdes aquosas sintéticas, usando biomassa seca
do fungo Pleurotus ostreatus também ocorreu rapidamente (BURATTO; COSTA;
FERREIRA, 2012). Estudo cinético conduzido com 3 mg/L do metal revelou remogdo de

86% em 5 min., quando a biomassa atingiu 82% da sua capacidade de saturacéo.

A avaliacdo da influéncia dos fatores estudados tem respaldo na analise visual do
gréfico de Pareto, o que por sua vez possibilita selecionar aqueles de relevancia para
melhoria do processo (Figura 13). A linha transversal pontilhada indica os fatores com
significado estatistico para p=0,09, isto é, para o nivel de 90% de confianca. Este é o valor

recomendado quando se trata de processos que fazem uso de micro-organismos.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Remocdo do Ni (%)
T Factor Screening Design; M3 Residual=248 2272
DV: Remocdo do MNi (%)

(2MgSQ4(g) -2.82166

(4)Tempo (h) -1,47679
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p=,1
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Figura 13. Gréfico de Pareto mostrando a contribuicdo das variaveis estudadas para a remocao de
niquel por P. corylophilum CCFIOC 4297.

Analisando a figura 13, tem-se que o sal sulfato de magnésio (MgSQ,) foi o Unico,
dentre os fatores avaliados no planejamento de experimentos P&B, que influenciou de
forma estatisticamente significativa na biossor¢do de niquel por P. corylophilum CCFIOC
4297, com efeito estimado de aproximadamente 2,8. O sinal negativo significa que o
aumento da resposta ocorre quando esta variavel passa do nivel +1 para o -1. Portanto, a

biossor¢cdo é maior quando empregada a menor concentracdo de sulfato de magnésio.

No presente estudo, em geral, ndo foi visualizada germinag&o dos conidios em todos
0s ensaios realizados no tempo maximo de 24 h (ensaios 1, 3, 4, 6, 7 e 8). Conforme pode
ser comprovado pela observacdo da figura 14, a presenca de pellets foi constatada téo
somente nos ensaios 4 e 7. Nestes dois ensaios houve a adicdo da fonte de carbono
(sacarose), o valor de pH foi inicialmente ajustado em 6,0 e o tempo total de processo foi
de 24 h. Tal fato ratifica a capacidade da biomassa fungica de se desenvolver mesmo
atendendo as exigéncias nutricionais minimas e na presenca de elementos de alta

toxicidade.
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Existem estudos que relatam a influéncia do pH no processo de transformacao dos
esporos em pellets. Segundo Pamboukiam (1997), o pH do meio altera as propriedades
eletrostaticas da superficie dos esporos. Valores de pH baixos (entre 2 e 3) induzem a
dispersdo dos conidios, porém, valores de pH na faixa entre 5 e 6 favorecem a aglomeracéo

de conidios e a formag&o de pellets.

Figura 14. Imagens dos ensaios 4 (A) e 7 (B) do P&B12 onde se visualiza a germinac¢ao de grande parte
dos conidios com formacao de pequenos pellets.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e dos compilados na literatura
cientifica, pode-se concluir que os fungos e, em particular a espécie P. corylophilum,
apresentam potencial para emprego na remocgdo de metais pesados, visando a
descontaminacao de &reas degradadas.

4.2 Analise comparativa da remocdo de niquel por P. corylophilum em forma esporulada e
vegetativa

Este estudo teve como premissa definir a melhor estratégia para remocgéo de niquel
quer pelo emprego da biomassa vegetativa (pellets), quer pelo emprego de conidios, ja que
os resultados obtidos na etapa anterior ndo foram conclusivos. Para tanto, foi necessario,
primeiramente, estabelecer o tempo de cultivo dos conidios para que houvesse a formacao
de pellets.
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Decorridas 24 h a partir da semeadura dos conidios no meio minimo contendo 30 mg
de Ni/L j& foi possivel visualizar a presenca de inumeros pellets bem pequenos,
corroborando as observaces feitas na etapa anterior. No dia seguinte, ndo mais se
evidenciavam conidios, mas os pellets continuavam pequenos, conforme revela a figura 15.
Transcorridas mais 24 h, o pellets ainda apresentavam tamanho similar. Provavelmente, os
parametros estabelecidos para a realizacdo dos ensaios, tais como a natureza e quantidade
da fonte de carbono, sais minerais, velocidade de rotacdo do shaker, temperatura, entre

outros, pode ter influenciado na germinacéo e no crescimento do fungo.

Estudo realizado por Pallu (2006) com linhagens de Aspergillus sp. sugere o tempo

de 24 h como ideal para a formacao de pellets.

Neste contexto, para avaliacdo da remocdo de niquel por P. corylophilum por
conidios e pellets, foi entdo definida a obtencdo de pellets a partir do cultivo de conidios
por 48 h.

Figura 15. Pellets formados no segundo dia da semeadura de conidios de P. corylophilum em meio
minimo contendo 30 mg de Ni/L.
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A figura 16 apresenta o monitoramento da remocao percentual de niquel, em solucéo
aquosa, por conidios e por pellets durante 24 h. O perfil cinético foi similar para ambos,
embora, comparativamente, o fungo na forma esporulada tenha apresentado melhor
desempenho na remocao do metal no periodo monitorado, alcancando 28% de remocao em
apenas 15 minutos de contato e chegando a um percentual méaximo de remocéao de cerca
57% em 12 h. Note-se que no tempo de contato de apenas 1 h, os conidios foram capazes
de reduzir em 54% a quantidade de niquel em solucédo, enquanto pelo emprego de pellets a

reducdo tenha sido de 35%.

Os resultados ratificam a capacidade da espécie fungica P. corylophilum de sorver
niquel em solucdo quer na forma esporulada quer na forma vegetativa. Além disso, a

similaridade dos valores de remocéo a partir de 1 h é indicativa de saturacdo da biomassa.
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Figura 16. Remocao de niquel em solugcdo aquosa por P. corylophilum,
formas vegetativa e esporulada CCFIOC 4297.

Varios sdo os trabalhos que utilizam biomassa fungica para sor¢do de metais. Na
maioria dos casos, a biomassa fungica é empregada na forma de pellets (Faryal et al, 2006;
Martins, 2009; Pallu, 2006). Isto seria um modo de aumentar a superficie de contato e, por

conseguinte, elevar a capacidade biossortiva. Adicionalmente, a peletizacdo da biomassa se
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caracteriza como uma forma natural de imobilizacdo, que resultaria em inimeros beneficios

para 0 micro-organismo, tais como estabilidade e maior sobrevida (BARROSO, 2006).

Por outro lado, o uso da biomassa na forma de conidios pode ser igualmente vantajoso,
principalmente se considerado o custo do processo. Como desvantagens tém-se: tamanho
reduzido das particulas, baixa resisténcia mecanica e dificuldade na separacdo da biomassa

do meio liquido; que se contrapdem ao emprego de pellets (COVIZZI et al., 2007).

Alguns estudos demonstraram a capacidade de conidios em biossorver metais. Por
exemplo, Celestino et al. (2009), utilizando conidios de A. niger para tratamento de efluente
sintético contendo BTX, obtiveram percentuais de remoc¢do do contaminante de 83%. Pires
et al. (2010), também utilizando A. niger para tratamento do corante indigo alcangaram 94%

de remocdo em sete dias.

Em face do melhor desempenho dos conidios frente aos pellets, na continuidade dos
experimentos, o fungo foi empregado na forma esporulada, posto que dessa maneira, 0
processo € menos trabalhoso e ainda possibilita reduzir o custo do tratamento, pois ndo

havera necessidade de germinacao dos conidios e crescimento do fungo.

4.3.1 Avaliacdo da biossorcdo de metais pesados por conidios de P. corylophilum

4.3.1.1 Testes em sistemas competitivos

Nesta etapa, os conidios de P. corylophilum CCFIOC 4297 foram ensaiados em
solucdes mistas, de modo a tracar um comparativo quanto a competitividade dos metais
uma vez que a grande maioria dos efluentes industriais se encontra multicontaminada.
Além disso, os ensaios foram conduzidos também na presenca e auséncia de NH;H,PO,4 e
MgSQ,.7H,0, visando reavaliar o efeito desses sais na biossor¢do de niquel, tendo em

vista que, nos ensaios anteriores, o segundo influenciou negativamente o processo.

Os resultados referentes as misturas binarias Ni-Cu, Ni-Cr, Ni-Zn encontram-se na
figura 17 (A, B e C), assim como os resultados referentes & combinacdo dos quatro metais
(figura 17 D).
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Figura 17. Valor de "'g" referente as interacfes Niquel — Cobre (A), Niquel — Cromo (B), Niquel — Zinco (C) e Niquel — Cobre — Cromo — Zinco (D).
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O cobre aparentemente ndo interferiu na sor¢édo de niquel pelo fungo (Figura 17A).
Na presenca dos sais, a remocao de niquel foi mais satisfatoria (6,19 mg/g), enquanto na
sua auséncia, houve um aumento da remocao de cobre correspondendo a cerca de 3,43
mg/g, e reducdo da recuperacdo de niquel. Portanto, existe uma seletividade maior do
fungo pelo niquel na presenca de sais. Além disso, pode-se constatar que ha inibicdo da

remocao de cobre pelo micro-organismo na presenca de sais.

Dias et al (2002) testaram a biomassa do fungo Aspergillus terreus imobilizada em
poliuretano para avaliarem o potencial de remog&o de ferro, niquel e cromo de efluentes de
uma metallrgica. O valor de remocéo para o ferro foi de 164,50 mg/g, 96,50 mg/g para o

cromo e 19,60 mg/g para o niquel apds 6 dias de experimento.

Martins (2009), estudando diferentes linhagens de Penicillium spp. na biossorcéo de
mistura binaria contendo niquel e cobre, ndo observou seletividade para nenhum dos dois
metais. A porcentagem média de remocdo do niquel foi de 14,7% e a de cobre de 10,5%
decorridas 24 h de contato dos conidios na mistura aquosa binéaria, enquanto em 48 h, a
porcentagem média da remocdo do cobre aumentou ligeiramente (12%) e a de niquel caiu
para 8,5%.

A preferéncia por outro metal que ndo o niquel, pode estar relacionada ao tipo de
ligacdo do ion niquel a biomassa ou a maior deslocamento desta espécie metalica, em meio
aquoso. Segundo Arroyo et al. (2000), este fenbmeno se caracteriza pelo que se conhece

como troca sequencial, tipico dos processos de adsorcao competitiva.

No caso da mistura binaria Ni-Cr, tem-se que a biossor¢cdo de niquel também foi
negativamente afetada pela presenca de cromo na auséncia de sais (Figura 17B). No
entanto, o fungo apresentou grande capacidade de sorver o ion cromo (9,8 mg/g). Para este
metal, os sais ndo tiveram qualquer influéncia no processo, ja que tanto na presenca quanto

na auséncia de sais, a recuperacao foi semelhante.

Similarmente, Veit et al. (2009), ao avaliar a biossorcdo em efluente real de
galvanoplastia contendo niquel e cromo, constataram que a biomassa (alga marinha)
utilizada apresentou preferéncia pelo ion cromo em detrimento do niquel. Seolatto (2005)
anteriormente ja havia observado, para essa mesma biomassa algacea, maior afinidade pelo

cromo em sistema binario.
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Ainda na figura 17C, observa-se a prevaléncia do fungo pela biossor¢do de niquel
(7,58 mg/g), contra apenas 1,97 mg/g para o zinco quando em mistura binéria na presenca
de sais. Porém, na auséncia dos sais de sulfato e de fosfato, o cobre teve um ligeiro
aumento na sua sorcdo. Note-se ainda que, conforme ocorreu para as misturas binarias Ni-

Cu, houve maior remocdo de niquel na presenca dos sais.

Podemos observar ainda os resultados referentes a remocao do niquel em relagcdo aos
demais metais por P. corylophilum CCFIOC 4297 em mistura quaternaria para tempo de
contato de 24 h (figura 17D). Conforme anteriormente observado, a remocao de niquel foi
superior na presenca de sais, se bem que na sua auséncia, aparentemente a presenca dos

outros metais tenha minimizado a sua recuperacao.

Destaca-se novamente a seletividade do fungo pelo cromo quer na presenca quer na
auséncia de sais (Figura 17D). Entretanto, a presenca simultanea de cromo, e ainda do
cobre, ndo causou alteracdo significativa na remoc¢éo do zinco. Por sua vez a remoc¢ao do
cobre foi melhorada pela presenca dos outros metais, sobretudo quando na presenca de
sais. Tais fatos podem estar relacionados a afinidade da biomassa por metais especificos,
como neste caso, 0 cromo ou mesmo pela composicao da superficie da parede da biomassa

ou 0 seu tamanho.

Aksu e Donmez (2006) afirmam que a presenca de outros elementos em uma mesma
solucdo promove automaticamente uma competicdo pelos sitios de adsorcdo da biomassa,
0 que pode influenciar positiva ou negativamente a sorcdo de cada metal. Além disso,
ainda segundo os autores, caso um dos metais se encontre em uma concentracdo mais
elevada, este tende a ocupar mais rapidamente os sitios de ligacdo, fazendo com que a

adsorcéo dos demais elementos seja automaticamente inferior.

Diferentemente deste trabalho, Doan et al., (2008) verificaram que o zinco foi mais
adsorvido que o niquel, o que demonstra, mais uma vez, a competitividade do processo.
Cabe salientar que os referidos pesquisadores utilizaram uma biomassa diferente a do

presente trabalho, no caso, o fungo Triticum aestivum.

Porém, segundo Baig et al. (2013) e Davis et al. (2003), a eficiéncia da adsorcéo €
maior em solugdes que apresentam concentragdes de metais na faixa de 1 a 100 mg/L, pois

assim, evita-se uma possivel saturacdo da biomassa e um rendimento inferior ao esperado.
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Diversos séo os trabalhos na literatura que reportaram a interacdo dos metais no
processo de biossorgéo, utilizando para isso diferentes tipos de biomassa. Franga, Tavares
e Costa (2002), estudando a biossor¢do conjunta de Zn e Ca pela macroalga Sargassum
filipendulla, observaram que a presenca do Ca influenciava negativamente na adsorcao do
Zn. Da mesma forma, Kleiniibing et al. (2011), utilizando a mesma biomassa, reportaram

que o Cd influiu na adsorcéo do Ni de maneira negativa.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o fungo apresenta capacidade
de biossor¢cdo de metais 0 que torna possivel a sua adocdo para tratamento de efluentes
industriais, principalmente se estiverem contaminados com cromo. Obviamente, havera
necessidade de ser testado o comportamento do fungo caso a caso para avaliagdo do seu
potencial e definicdo das melhores condi¢cGes a fim de alcancar a maior eficicia do

tratamento e estabelecer a forma de recuperagéo do metal.

4.3.1.2 Teste em sistemas ndo competitivos

Para fins comparativos também foram realizados ensaios para analise da biossor¢éo
por P. corylophilum CCFIOC 4297 em sistemas contendo os metais individualmente. A
figura 18 ( A, B, C e D) apresenta os valores de “q” dos metais na presenca e auséncia dos

sais.
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Figura 18. Valores de "'q"" referentes & analise dos metais em sistemas ndo competitivos

Em conformidade com os resultados obtidos para os sistemas binarios e quaternario,
0 niquel teve melhor sorcdo na presenca de sais (figura 18A). Para os demais metais, a

auséncia de sais foi a melhor condicéo para sor¢édo pelo fungo (figuras 18 B, C e D).

De maneira geral, tracando um comparativo entre as amostras de multimetais e as
individuais, vemos que nao houve diferencas discrepantes entre os dois sistemas (Tabelas 8
e 9). Alguns autores sugerem que a adsorcdo de metais € menor em sistemas competitivos
(SC) que em sistemas ndo competitivos (SNC), porém, sabe-se que a remogédo depende
fortemente do metal utilizado e mesmo do tipo de biomassa que esta sendo empregada para
a biossorcao (LOPES, 2009; MOREIRA, 2004).
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Tabela 8. Comparacéo da remogéo de metais em sistemas competitivos (SC) e ndo competitivos (SNC)
para solucdes metais sem adi¢do de sais.

Remocao (mg/
Metal ¢ao (Mg/g)

SC SNC
Niquel 4,07 2,0
Cobre 6,5 2,5
Cromo 6,9 9,7
Zinco 1,0 4,1

SC — mistura quaternaria dos metais; SNC — com solugdes unitarias dos metais.

Tabela 9. Comparacéo da remog¢do de metais em sistemas competitivos (SC) e ndo competitivos (SNC)
para solu¢des metais com adicdo de sais

Remocao (mg/g)

Metal

SC SNC
Niquel 3,2 50
Cobre 5,6 1,8
Cromo 6,08 9,5
Zinco 15 3,2

SC — mistura quaternéria dos metais; SNC — com solug¢des unitarias dos metais.

Ainda segundo Lopes (2009), no geral, a adsorcdo em sistemas competitivos seria
menor justamente pelo fato de haver, nestes sistemas, competitividade entre 0s metais
pelos sitios de ligacdo na parede celular da biomassa, o que foi corroborado pelos

resultados obtidos neste estudo.

Luna et al. (2010) e Kumar, Bishnoi e Bishnoi (2008) explicaram que o0s estudos
sobre a interacdo entre 0s metais nos processos biossortivos vem aumentando
principalmente devido a sua importancia no tratamento de efluentes, que em sua maioria,

séo heterogéneos, apresentando variados ions metalicos em sua composigéao.

Assim, os estudos que reproduzem a biossor¢cdo em sistemas multimetais, simulando
um efluente real, se aproximam mais da realidade encontrada nos diversos sitios onde a

contaminag&o por metais acontece.
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4.4 Sequéncia de afinidade de metais pelo P. corylophilum

Nas tabelas 10 e 11 pode-se observar a sequéncia de afinidade do fungo Penicillium
corylophilum CCFIOC 4297 em relacdo aos metais estudados. O cromo, nos dois sistemas
propostos (sistema competitivo e ndo competitivo) foi o metal mais sorvido. Os demais
metais, ocuparam a mesma posicdo, no SC. Vemos, portanto, que independente da
presenga ou ndo dos sais, a biomassa demonstrou ter a mesma sequencia de afinidade para

estes metais, neste sistema.

Tabela 10. Sequencia de afinidade dos metais no sistema competitivo (SC)

Com sais Cromo > Cobre > Niquel > Zinco
Sem sais Cromo > Cobre > Niquel > Zinco

Tabela 11. Sequencia de afinidade dos metais no sistema ndo competitivo (SNC)

Com sais Cromo > Zinco > Cobre > Niquel
Sem sais Cromo > Niquel > Zinco > Cobre

Vale salientar que a presenca ou auséncia dos sais nas amostras do SC ndao mostrou
ter influéncia na sorcdo dos metais. Sendo observado nos dois sistemas, a mesma

sequencia de afinidade em relacéo aos sais (Cromo > Cobre > Niquel > Zinco).

No SNC nédo houve variacdo em relagdo a posi¢cdo do cromo, sendo este sorvido
preferencialmente nos dois sistemas. Os outros metais variaram suas posi¢oes de acordo

com a presenca ou ndo de sais.

Alguns autores corroboram com relacdo a preferéncia pela sor¢do do cromo. Fontes e
Gomes (2003) estudaram adsorcdo competitiva em solos, em pH natural, e chegaram a

seguinte sequencia de afinidade em relacéo a sor¢do dos metais: Cr > Cu > Ni > Cd > Zn.

Segundo Moreira (2004), um dos fatores que explica 0 comportamento competitivo
dos metais € o tipo de interacdo metal-superficie. Cada metal apresenta, portanto, um tipo
de ligacdo/interacdo preferencial, sendo as interagBes eletrostaticas e as covalentes as
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principais. Este autor, em estudo realizado com sorgéo de metais em sistemas competitivos
(SC) e ndo competitivos (SNC) no solo, encontrou uma sequencia de afinidade metalica
onde, para o0 SC: Cu > Cd > Zn > Ni e para 0 SNC, o autor encontrou a seguinte sequencia:
Cu>Zn>Ni>Cd.

No caso especifico deste trabalho, ndo ha na literatura a descricdo da sorcéo
preferencial do fungo estudado em relagdo aos metais testados, sendo dificultada a
comparagdo com outros estudos. Desta maneira, este trabalho contribui para que sejam
ampliados os conhecimentos acerca da biossorcdo de metais por fungos, neste caso
especifico, pelo P. corylophilum CCFIOC 4297.



78

Capitulo 5. Conclusodes

A partir do desenvolvimento deste trabalho pode-se concluir que:

o O fungo Penicillium corylophilum apresenta potencial para a remediacdo de areas
impactadas por contaminantes metalicos;

o O planejamento experimental Plackett & Burman indicou que, a excecao do sulfato
de magnésio, cujo aumento leva ao decréscimo da remocao de niquel, em solucdo aquosa
unitéria, as concentracdes de sacarose, de fosfato monoécido de aménio, de biomassa e de

niquel, e o pH, ndo influenciam na capacidade de remocéao dos metais pelo fungo;

o Os valores maximos de remocéo de niquel em torno de 57% foram obtidos para 30
mg/L Ni, 10° conidios/mL, 0,5 g/L (NH.),HPO4, 0,5 g/L MgSO4.7H,0, pH 6 e tempo de 1
h (ensaios 9 e 10);

° O melhor valor de “q” também foi observado no ensaio 9 com remocédo de 3,60
mg/g.
o Tanto o0s conidios quanto os pellets do fungo podem ser empregados

satisfatoriamente como biossorventes, embora o valor maximo de remoc¢édo (57%) tenha

sido alcancado com conidios em 12 h de contato;

o Em sistemas binarios e quaternario de metais (Ni, Cu, Cr e Zn), o cromo foi o metal

que apresentou maior afinidade com a biomassa utilizada;
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Capitulo 6. Sugestoes

o Estudar o reuso da biomassa fungica, avaliando os processos de sor¢éo- dessorcao.
o Averiguar o mecanismo predominante na remocao de metais pelo fungo estudado,
por conidios e pellets, metabolicamente ativos e inativados.

o Testar o comportamento da biomassa em efluente real.
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