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Resumo

Sabe-se que os metais pesados, em especial 0 mercurio, constituem um problema
para 0 meio ambiente por causa da sua longa permanéncia e mobilidade. Além
disso, o mercurio € um elemento toxico que provoca muitos problemas de saude nos
seres humanos podendo ser fatal. A sua disseminagdo nos corpos d’agua acaba
afetando a flora e a fauna, e apesar de haver uma contaminacdo natural de mercurio
causado pelas emanacBes gasosas, a contribuicdo antropogénica se da
principalmente a partir das industrias de soda-cloro, minero-metallrgica, eletrénica e
de geracdo de energia a partir de combustiveis fosseis. O presente trabalho se
prop6s avaliar o potencial de 10 estirpes de fungos filamentosos dos géneros
Aspergillus e Penicillium, visando investigar qual apresentava maior resisténcia ao
mercuario e, portanto, ser um potencial agente biorremediador deste metal. Os
microrganismos foram cultivados em placas de Petri em meio Batata Dextrose Agar
(BDA), enriguecido com ions mercuricos. As duas estirpes que apresentaram
crescimento nas referidas placas foram Aspergillus flavus 1I0C 05 e Aspergillus
flavus I0OC 4133 tendo diametros de crescimento de 1 e 3 cm, respectivamente. Na
seguinte etapa do estudo foram realizados testes em meio de cultura liquido que
continha 7,39 mg de Hg?'/L, empregando A. flavus 10C 4133. O resultado obtido
indicou uma remocéao de mercurio de 17,05%.
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Abstract

It is known that heavy metals, especially mercury, are a problem for the environment
because of their long permanence and mobility. Besides, mercury is a toxic element
that causes many health problems in humans and can even lead to death. Its
dissemination in water bodies ends up affecting flora and fauna. Although there is a
natural contamination of mercury caused by gaseous fumes, the anthropogenic
contribution occurs mainly from the soda-chlorine, mining-metallurgical, electronic
industries, and energy generation from fossil fuels. The present work aimed to
evaluate the potential of 10 strains of filamentous fungi of the genera Aspergillus and
Penicillium, aiming to investigate which presented more excellent resistance to
mercury and, therefore, be a potential bioremediation agent of this metal. The
microorganisms were grown in Petri dishes in Potato Dextrose Agar (BDA), enriched
with mercury ions. The two strains that showed growth on the said plates were
Aspergillus flavus 10C 05 and Aspergillus flavus IOC 4133, which presented growth
diameters of 1 and 3 cm. In the next stage of the study, tests were performed in a
liquid culture medium containing 7.39 mg of Hg?*/L, using A. flavus IOC 4133. The
result obtained indicated a 17.05% mercury removal.

Keywords: Mercury. Filamentous Fungi. Biosorption.

Introducéo

O mercurio, juntamente com outros 12 metais, é classificado como um dos
poluentes prioritarios pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA). No meio ambiente, sua atuacdo € complexa devido a biotransformacdo do
Hg?* no cation metilmercurio (CHsHg*), que podera sofrer bioacumulacdo num
nivel tréfico, e biomagnificacdo entre diferentes niveis da cadeia alimentar (URGUN-
DEMIRTAS et al., 2012).

Os compostos inorganicos de mercurio podem estar na forma de cloreto,
sulfeto ou o6xido (HgCl;, HgO, HgS), enquanto as formas orgéanicas incluem o
metilmercario (MeHg), dimetilmercario (CHs)2Hg), etilmercurio (CzHsHg) e
fenilmercurio (CeHsHg) (RAJ, MAITI, 2019).

A poluicdo de corpos hidricos causada por atividades antropogénicas tem
desestabilizado os ecossistemas afetando a fauna e a flora, além de interferir direta
ou indiretamente na salude humana. Estima-se que as atividades humanas foram

responsaveis pela emissdo de cerca de 8.000 t/ano de mercurio, desde o ano de
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1880, das quais 30,5% foram lancadas diretamente para atmosfera e 69,5% para o
solo e corpos d’agua (STREETS, et al., 2017). As principais fontes antropogénicas
gue langam mercurio no meio ambiente sdo as industrias de soda-cloro, minero-
metallrgica, eletrbnica e de geracdo de energia a partir de combustiveis fosseis
(SINHA, et al., 2012). Somente em 2015 a industria de soda/cloro foi responsavel
pela emisséo de 15,1 toneladas de mercurio no meio ambiente, segundo a Agéncia
Ambiental Americana (EPA).

Segundo Kurniati et al. (2014) a presenca de mercurio no ambiente € uma
preocupacao global devido a alta toxicidade, mobilidade e longa permanéncia no
ambiente. Quando inalado, o vapor desse metal é absorvido rapidamente na
corrente sanguinea, danificando o sistema nervoso central, tireoide, rins, pulmdes,
sistema imunolégico, olhos, gengivas e pele, além de promover anomalias
cromossoémicas (MARICHELVAM, AZHAGURAJAN, 2018). O mercurio também
pode sofrer mobilizacdo em rios, lagos ou no solo umido, e se transformar em
metilmercario, um elemento altamente toxico que causa danos ao sistema nervoso,
e possui alta persisténcia e se acumula em animais, peixes € no meio ambiente
(McKELVEY, OKEN, 2012; MMA, 2010).

Os processos tradicionais de tratamento de efluentes tais como a precipitacao
guimica, oxidacao/reducdo, troca ibnica, membranas filtrantes e evaporacdo, além
de dispendiosos, nem sempre sao eficientes para remog¢ao de mercurio em solugdes
diluidas. A rota de tratamento que vem ganhando cada vez mais destaque é a que
faz uso de biomassa vegetal ou microbiana, na retencdo, remocao ou recuperacao
de metais pesados, denominada biossorcdo. Esta técnica se destaca pela
simplicidade, baixo custo e maior eficiéncia quando comparada com outras formas
de tratamentos fisico-quimicos (KAPOOR, VIRARAGHAVAN, 1995; VOLESKY,
2001; PINTO et al., 2003; JAVED, et al., 2007).

A biossorcéo é utilizada como um processo alternativo ou suplementar para
detoxificar grandes volumes de efluente, com baixo teor de contaminante de forma
seletiva com possibilidade de recuperacdo das espécies metalicas (PINO, TOREM,
2011). Portanto, a biossor¢cao pode ser considerada como uma das tecnologias mais

promissoras quanto ao sequestro de metais toxicos, mesmo em condicfes bem
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diluidas (DHANKHAR; HOODA, 2011). Em vista disso, a biorremediacdo é uma
tecnologia atraente para tratamento de efluentes e solos poluidos, ja que possibilita
a degradacgdo de contaminantes gracgas a atividade biologica de bactérias, fungos ou
plantas. Os processos biolégicos para remocdo do mercario apresentam custos
reduzidos, baixa complexidade operacional e sédo ecologicamente corretos (ROJAS,
et al., 2011; TAREKEGN et al., 2020).

Segundo Saad et al., (2019) e Ahluwalia e Goyyal, (2007) a biossorcéo
utilizando biomassas fungicas como biossorvente € um processo potencialmente
competitivo para remocdo de metais pesados, quando comparado aos métodos
convencionais. Os fungos filamentosos e leveduras tém se mostrado excelentes
biossorventes devido a elevada producdo de material celular (biomassa). Além
disso, existe a possibilidade de manipulagdo genética, bem como a oportunidade de
aumentar seu poder de biossor¢éo. O intensivo emprego de fungos em bioprocessos
industriais pode ser justificado pelas quantidades expressivas de biomassas que
sdo geradas como subprodutos das industrias de fermentacdo (antibidticos, acidos
organicos, producdo de enzimas e biopolimeros). Desta forma, residuos de outros
processos podem ser empregados como sorventes bioldégicos no tratamento de
efluentes com a perspectiva de contribuir para a sustentabilidade do planeta
(KAPOOR, VIRARAGHAVAN, 1995).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial fungico de
remocdo de Hg?* dos géneros Aspergillus e Penicillium, visando investigar qual das
estirpes apresentava maior resisténcia ao mercurio e, portanto, ser empregada como

agente biorremediador deste metal.

Biorremediacdo de mercurio

Alguns microrganismos conseguem sobreviver em meios contendo elevadas
concentracdes de sais de mercuarios. Um dos mecanismos que explica este fato é a
reducdo dos fons mercuricos (Hg?*) a mercario elementar (Hg®), promovida pela

flavoenzima citoplasmatica redutase mercurica. Um segundo mecanismo € a
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formacdo de HgS pela reacédo direta do Hg?* com o H2S, gerado em condicdes
anaerobicas pelo microrganismo (ESSA et al., 2002).

A redutase merclrica é a enzima que catalisa a reducdo do ion Hg?* para
mercurio elementar, conforme as equacdes (1 a 3). A enzima que tem sido
potencialmente usada como agente de biorremediacdo de mercurio é produzida por
bactérias resistentes ao mercurio: E. coli, Acinetobacter, Enterobacteriaceae,
Pseudomonas sp., Xanthomonas sp., Bacillus sp., e Staphylococcus sp. (PURKAN,
et al., 2017).

mercurio
redutase

Hg?*+2e-  — Hg° (1)
NADH2/NADPH2 — NAD*/NADPP* + 2H" + 2e- (2)
Hg?* + NaDH2/NADPH2 — Hg® + NAD+/NADPP* + 2H* + 2e (3)

Para o tratamento de um efluente oriundo de uma planta de soda/cloro, um
processo biotecnoldgico para remocgdo de mercario foi desenvolvido pela
Universidade Técnica de Lodz (Polénia). Os microrganismos imobilizados
alimentados no biorreator foram bactérias naturais do solo (Pseudomonas putida
Spi3), ndo patogénicas, que possuiam elevada resisténcia ao mercurio. A vazao
média de alimentacdo do biorreator foi de 1,3 m3h com efluente industrial, e uma
concentragcdo que variou de 1,5 a 10 mg de Hg?*, com os quais foi obtida uma
eficiéncia de remocao de 92 a 97% (GLUSZCZ, et al., 2011).

O desempenho de 14 biossorventes fangicos foi examinado pelo grupo de
Martinez-Juarez et al., (2012), em funcdo do tempo de incubacdo, do pH, da
concentracao inicial de ions metalicos e da biomassa fungica. Os valores maximos
de biossor¢cdo mostraram que alguns biossorventes utilizados foram eficientes na
remocdo de Hg?*, de sistemas aquéticos. Quanto a remocdo de Hg?* observou-se
gue Mucor rouxii IM-80, Mucor rouxii mutante, Mucor sp. 1 e Mucor sp. 2 poder ser
consideradas biomateriais muito promissores para sor¢do do ion mercurico com
porcentagens de remocdo equivalentes a 95.3%, 88.7%, 80.4%, e 78.3%,

respectivamente, nas condi¢des estudadas (100 mg de Hg?*/L , 100 rpm, 30 °C, pH
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5,5 e 1,0 g de biomassa fungica inativa). No entanto, as quatro estirpes de A. flavus
também avaliadas demonstraram um potencial mais baixo como biossorventes,
atingindo de 22,5 % a 42,5 % de remocdo de Hg?", nas mesmas condicdes
estudadas para os mucorales.

Por outro lado, a pesquisa de Kurinati et al., (2014) teve como objetivo
verificar a capacidade de alguns fungos filamentosos, isolados de um solo de
floresta, como potenciais biorremediadores na contaminagdo por mercurio. Seis
linhagens fungicas foram selecionadas com base na sua capacidade de crescer em
placas de Petri, com BDA, contaminadas com 10 mg de Hg?*/L. A estirpe KRP1
mostrou um maior crescimento, do que as outras 5, em placas de Petri, alcancando
um didmetro de crescimento de 0,83 cm. Essa estirpe fungica, denominada KRP1,
foi identificada como A. flavus.

Na pesquisa de Mahmoud et al., (2017) foi empregado um fungo marinho,
isolado e identificado como A. flavus, que foi utilizado na forma inativada e
empregado como biossorvente para remo¢ao de metais pesados. O fungo em
guestdo se mostrou um organismo promissor como agente biorremediador de Cd?*,
Hg?* e Pb?*, em diferentes amostras de agua, nas quais efetuaram remocdes dos
metais nos intervalos de 92,7-99,0%; 91,33-95,68% e 95,6-98,2%, respectivamente.
Cabe salientar, que a maior capacidade de remocédo de cada metal foi de 1550 pmol
g ' (pH 7,0), 950 uymol g~ (pH 7,0) e 1000 umol g~ ' (pH 6,0), respectivamente.

O isolamento de fungos nativos foi realizado por Hindersah et al., (2018), a
partir de um solo agricola, contaminado com mercurio, do qual extrairam quatro
isolados microbianos que exibiram resisténcia a uma concentragéo de 25 mg kg de
Hg?*. Dos quatro isolados os melhores foram identificados como A. niger e A. flavus.
Os microrganismos foram inoculados em placas de Petri, atingindo diametros de
crescimento de 8,0 cm e de 4,5 cm, respectivamente, ao final de 8 dias. Os
pesquisadores ainda relatarm que nesse estudo, ocorreram mudancgas visiveis nas
aparéncias dos micélios ou na esporulacdo dos fungos devido aos altos niveis de
mercurio.

Jafari e Cheraghi (2014) empregaram a bactéria Gram-negativa Vibrio

parahaemolyticus PG02, para remocdo de mercurio de um efluente sintético. A
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isoterma de Langmuir descreveu melhor os dados de equilibrio da biossorcdo de
Hg?*, estimando uma capacidade maxima de biossorcdo de 193 mg Hg?*/g, quando
o valor do pH foi de 6,0 e a temperatura foi mantida em 35°C.

No estudo de Esmaeili et al., (2015) foi utilizado efluente sintético com a
concentragdo de Hg?*, de 0,2 mg/L para Sargassum glaucescens (algas marrons) e
de 1,0 mg/L para Glacilaria corticata (algas vermelhas). Os resultados mostraram
gue em condi¢cdes otimizadas de processo, a remocdo do ion mercurico, foi de
94,5% para a S. glaucescens e 90,0% para G. corticata.

Apdés a realizagdo de um “screening” a partir de trinta e uma cepas
bacterianas resistentes ao mercurio, isoladas de locais de descarga de efluentes da
area industrial, Saranya et al., (2017) selecionaram a bactéria Vibrio fluvialis que
apresentou a maior capacidade de remocdo de mercurio. Apds 42 horas de
incubacao foram obtidas as porcentagens de remocédo de mercurio de 60, 40, 25 e
19% quando empregadas concentracdes de 100; 150; 200 e 250 mg/L de HgClz,
respectivamente.

Amabilis-Sosa et al.,, (2015) construiram barreiras bioldgicas, em areas
Uumidas artificiais, feitas com junco (Phragmites australis) e um consoércio de
bactérias tolerantes a metais pesados, para o tratamento de efluente sintético que
continha 0,11 mg/L de mercario. Apés 304 dias de operacdo, 0s sistemas
constituidos com junco e bactérias removeram 73% do mercurio total, enquanto os
sistemas elaborados exclusivamente com vegetacdo, removeram apenas 66% do
metal.

A biorremediacdo de mercurio também foi estudada por Dash e Das (2014),
empregando as bactérias Gram-positivas Bacillus thuringiensis PW-05 e Bacillus sp.
SD-43, isoladas de meio marinho e de residuos da induastria siderurgica,
respectivamente. Partindo de uma concentracdo inicial de 50 mg/L de HgCl2, a
remocdo de Hg?*, utilizando Bacillus thuringiensis PW-05 foi de 94,72%, e de
60,06% para o Bacillus sp. SD-43.

Chasanah et al., (2018) isolaram bactérias resistentes ao mercurio contidas
em rejeitos de pequenas mineracfes de ouro na Indonésia. O isolamento e a

identificacdo bacteriana foram realizados a partir de caldo nutritivo suplementado
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com 5 mg de HgCl.. Os microrganismos selecionados foram o0s seguintes:
Fusobacterium aquatile, Brevundimonas vesicularis, Fusobacterium necrogenes e
Nitrococcus mobilis. As bactérias isoladas foram testadas por 24 horas em caldo
nutriente que continha 10, 20 e 30 mg Hg?*/L, e em residuos de minas de ouro em
pequena escala, que continham 41,37 mg Hg?'/L, por 2 semanas. Dentre as
bactérias avaliadas Fusobacterium aquatile foi a que exibiu a maior eficiéncia de
acumulacéo de mercurio.

O isolamento de bactérias resistentes ao mercurio foi realizado por Pushkar
et al. (2019). As bactérias pertencentes aos géneros Bacillus, Enterobacter,
Klebsiella e Acinetobacter foram capazes de suportar e crescer em concentracdes
proximas a 700 mg de mercurio e elevada salinidade, sendo, portanto, promissoras
para remediacao eficaz de mercurio.

Acosta-Rodriguez et al., (2018) estudaram a resisténcia do fungo Aspergillus
niger em meios com elevadas concentracdes de metais pesados, bem como a
eficiéncia de remocgao destes metais por esse microrganismo. As condicdes ideais
para a remocdo de 83,2% de Hg?*, consistiram de um efluente com concentracéo
inicial de 100 mg/L, pH 5,5 e temperatura de 28°C.

Metodologia

Fungos filamentosos empregados na remocao de mercurio

Todas as espécies de fungo empregadas nesta pesquisa foram cedidas pela
Fundacdo Osvaldo Cruz/FIOCRUZ, e os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Pesquisa em Biotecnologia Ambiental (LPBA), do Centro Universitario
da Zona Oeste (UEZO). As linhagens empregadas no presente trabalho foram as
seguintes: Penicillium chrysogenum 10C 2082, Penicillium corylophilum CCFIOC
4297, Aspergillus niger 10C 4003, Aspergillus versicolor I0C 3997, e Aspergillus
Flavus (linhagens A. flavus 10C 05, A. flavus IOC 4053, A. flavus IOC 4054, A. flavus

IOC 4102, A. flavus IOC 4123 e A. flavus I0C 4133).
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Meio de cultura e inoculacdo dos fungos

O meio de cultura utilizado para esta pesquisa foi 0 meio batata-dextrose-agar
(BDA), da Baird-Parker. Para o crescimento das 10 estirpes de fungos foram
utilizadas placas de Petri de poliestireno, de 60 x 15mm de diametro, em duplicata, e
incubadas em estufa durante 7 dias a uma temperatura de 30 °C, exceto as
linhagens de A. flavus que necessitaram de 10 dias para crescer.

Inoculacao dos fungos no meio BDA enriquecido com Hg

Apo6s o crescimento dos fungos em meio BDA foi retirada uma porcdo de
cerca de 7mm de diametro, de cada meio cultivado com o respectivo fungo, e
transferida a placas de Petri, de vidro, de 100 x 20mm, que continham BDA,
enriquecido com mercurio, na ordem de 10 mg de Hg?*/L e pH 5,7 (experimento em
triplicata). Em seguida, as placas foram incubadas em estufa, durante 15 dias, a

temperatura de 30°C (SHIM et al., 2005; KURINATI et al., 2014).

Obtencéo de conidios ativos e inativos

Para se obter a suspensédo de conidios, foram adicionados cerca de 20 mL de
solucdo salina (0,85%) em placas de Petri, enriquecidas com Hg?*, que continham
os fungos cultivados anteriormente durante 2 semanas. Para facilitar a remoc¢ao dos
conidios do meio de cultura, fez-se a raspagem com o auxilio da al¢a bacterioldgica.
A suspenséo de conidios foi transferida para um erlenmeyer com o auxilio de pipeta,
em condicbes assépticas. Parte da suspensdo de conidios foi transferida para um
segundo erlenmeyer e tratada termicamente a 120°C e 1 atm, durante 30 minutos,
em autoclave, com o objetivo inativar a biomassa. A seguir, foi realizada a

padronizacao do in6culo em camara de Neubauer.
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Preparo da solugdo-mée de Hg?*

A solucdo-mée de Hg?* foi preparada com 0,677g de cloreto de merclrio
(HgCl2) disolvidos em 100 mL de &gua destilada estéril, de acordo com Kurniati et

al., (2014), obtendo-se uma concentracao de 6,77g/L.

Preparo do meio de cultura liquido contaminado com Hg?*

Preparou-se 1L de caldo de batata dextrose. O meio de cultura teve seu pH
ajustado em 5,7 e, posteriormente, distribuidos 100 mL do caldo em cada um dos 10
erlenmeyers de 250 mL empregados na etapa seguinte. Os frascos contendo o meio
de cultura foram esterilizadas em autoclave a 121°C, por 15 minutos. Para obtencéo
do meio de cultura enriquecido com ions mercuricos, adicionou-se a solucdo-mée de

HgCl2, em cada erlenmeyer, obtendo-se uma concentracao final de 7,39 mg de Hg?*.

Inoculacédo do fungo no meio de cultura contendo Hg?*

Para uma perfeita homogeneizacdo da solucdo o meio batata-dextrose,
enriquecido com Hg?*, foi agitado antes da inoculacdo dos conidios. Foram
adicionados 107 conidios/mL, em nove dos erlenmeyers preparados para tal
experimento, em ambiente asséptico - camara de fluxo laminar, com o décimo frasco

utilizado como controle.

Biossorgdo de mercurio

Os conidios ativos foram tratados de duas formas, o modo estatico, no qual
nao houve agitagcédo, permanecendo em estufa a 30°C; e o modo agitado, mantido
em shaker a 30°C, e 150 rpm. A biomassa inativa (conidios inativos) foi tratada

apenas sob agitacdo, nas mesmas condicdes da biomassa ativa. O tempo de
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experimento foi igual para todos os tratamentos, 7 dias e meio. O experimento foi
realizado em triplicata. Finalizados os experimentos, o sobrenadante, livre de
biomassa, foi reservado para determinacédo do Hg?* remanescente (aquele que néo
foi removido pelo fungo), e a biomassa residual, foi levada até peso constante para
calcular a quantidade de metal removido por grama de biomassa (Q), mediante a
seguinte equacao (4) :

V(e —cp)
- M (4)

Onde: Q — quantidade de metal adsorvido por grama de biomassa (mg/g); V —
volume da solugcéo contendo o metal (L); ci e ¢t — concentragdes inicial e final do
metal (mg/L); M — massa da biomassa (g) (MOREIRA, 2007; CALFA, TOREM,
2004).

Determinacgdo de mercario

A determinacdo de mercurio foi realizada na Companhia de Pesquisa de
Recursos Minerais (CPRM) utilizando o analisador direto de mercurio (DMA-80), da
marca Milestone. O equipamento possui uma margem de erro de 3%. Esse € um
sistema de andlise de mercurio por combustdo e dispensa o pré-tratamento da
amostra. As amostras foram filtradas com auxilio de uma membrana millipore de

0,45um, para retirar vestigios de qualquer material sélido remanescente do meio.

Resultados e discussao

No presente estudo 10 estirpes de fungos foram avaliadas quanto a sua
resisténcia ao Hg?* (duas de Penicillium e oito de Aspergillus). Apenas duas

linhagens de Aspergillus, da espécie flavus, mostraram resisténcia ao metal,
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crescendo em placas de Petri que continham BDA, enriquecidas com 10,0 mg de
Hg?*/L. Porém, as demais espécies empregadas ndo foram capazes de crescer nas
condicdes estabelecidas. Na literatura podem ser encontrados trabalhos que
corroboram o emprego de A. flavus na biorremediacdo de mercirio (MARTINEZ-
JUAREZ et al., 2012; KURINATI et al., 2014; CHANDA et al., 2016; MAHMOUD et
al., 2017). Dentre os fungos testados, apenas A. flavus I0CO05 e A. flavus 10C4133
apresentaram crescimento no meio contendo Hg? Na Figura 1 mostra-se o
crescimento dos fungos A. flavus, estirpes IOC 05 e I0C 4133.

Figura 1. Crescimento do fungo filamentoso A. flavus, estirpes IOC 05
e I0C 4133 em meio BDA enriquecido com mercurio.

e =

Fonte: Pesquisa do Autor

Comparativamente com a pesquisa realizada por Kurinati et al., (2014), na
presente pesquisa os resultados obtidos com as estirpes de A. flavus IOC 05 e I0C
4133, crescidas em placas de Petri de igual concentracédo (10 mg de Hg?*/L), foram
maiores do que os da estirpe KRP1 (0,83 cm), com didmetros de crescimento de 1,0
cm e 3,0 cm, respectivamente.

Porém, em referéncia a pesquisa de Hindersah et al., (2018) pode se dizer
gue o A. flavus avaliado pelo grupo destes investigadores produziu um circulo de
crescimento 4,5 e 1,5 vezes maior do que o observado na presente pesquisa para A.
flavus 10C 05 e IOC 4133, respectivamente.

A estirpe A. flavus 10C 4133 foi selecionada para a continuidade do presente

trabalho por apresentar uma maior capacidade de tolerancia ao mercurio. Para isto
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realizaram-se dois experimentos, um com conidios ativos e outro com conidios
inativos. Cabe salientar que os conidios ativos foram testados em meios agitado e
estético; enquanto os conidios inativos foram testados somente em meio agitado.

A concentracdo de Hg?* utilizada em todos os tratamentos foi de 7,39 mg
Hg?*/L e, como calculado a partir do observado na Figura 2, no sistema com os
conidios ativos sob agitacdo (AA) o fungo conseguiu remover 1,26 mg Hg?*/L do
meio de cultura enriqguecido com mercurio; enquanto no sistema com os conidios
inativos e sob agitacdo (IA) o microrganismo foi capaz de remover apenas 0,12 mg
Hg?*/L desse meio. Por outro lado, no tratamento com a biomassa ativa em meio
estatico (AE), o fungo se mostrou incipiente na remog¢ao do metal.

A estirpe A. flavus 10C-4133 apresentou remocdo de Hg?* tanto com a
biomassa ativa (1,26 mg/L igual a 17% de remocao) quanto com os conidios inativos
(0,12 mg/L igual a 1,6% de remocao), ambos sob agitacdo. No entanto, a biomassa
ativa se mostrou muito mais eficiente, alcancando um resultado de remocao,
aproximadamente dez vezes maior do que os conidios inativos. Contrariamente ao
resultado de Kurinati et al., (2014), o resultado da presente pesquisa foi de encontro
ao resultado dos referidos pesquisadores. Pois, A. flavus KRP1 foi capaz de remover

97,50% e 98,73% de mercurio dos sistemas agitado e estético, respectivamente.

Figura 2. Avaliacdo da capacidade biossortiva de mercurio pela estirpe A. flavus I0C-4133,
com conidios ativos e inativos, sob diferentes sistemas de tratamento.

7,34 7,27
I613 I I
BAA BAE CIA
Tipo de tratamento
Fonte: Pesquisa do Autor

Conc. Hg?* ndo remov. (mg/L)
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7,39

Controle

386
Rev. Episteme Transversalis, Volta Redonda-RJ, v.11, n.2, p.374-395, 2020



EPISTEME

Tmsﬁs

No controle, tratado sob agitacdo, ndo havia a presenca do microrganismo.
BAA- biomassa ativa agitada; BAE- biomassa ativa estatica; CIA- conidios inativos
agitados. Os resultados obtidos também indicaram que o fungo A. flavus 10C-4133
adsorveu Hg?*, fato este corroborado pela reducdo da concentracdo de mercurio no
seio da solucdo quando utilizados conidios inativos (0,12 mg Hg?*/L). Nesse caso, 0
microrganismo atuou independentemente do metabolismo celular, ndo havendo
necessidade de gasto energético na forma de ATP para a captacdo do metal.

O mecanismo de adsorcao ocorre, essencialmente, por meio de interacdes
fisicas (forca de Van der Waals) e, devido a formacéo de uma ligacdo fraca, € um
processo que pode ser facilmente revertido. Além disso, em alguns casos, existem
forcas adicionais de natureza quimica que ligam as moléculas adsorvidas a
superficie do solido (BANDEIRA, 2007).

Portanto, o metal é acumulado por meio de interacdes fisico-quimicas entre
0s ions metalicos presentes no meio liquido e os constituintes da parede celular dos
microrganismos (polissacarideos e proteinas) (GADD, 1992; CONICELLI, 2017). O
principal constituinte da parede celular, na maioria dos fungos, € a quitina. Mas eles
também podem apresentar glicana e manana, e em alguns casos, celulose, como
componentes estruturais (TORTORA et al., 2012).

Quanto a eficiéncia do fungo A. flavus 10C-4133, mesmo apresentando uma
porcentagem de absorcdo de Hg?* menor do que a do A. flavus estudado por
Kurniati et al., (2014), pode-se considerar um resultado satisfatorio. Em
contrapartida, vale ressaltar que isolados do mesmo género nao possuem
necessariamente a mesma tolerancia a metais pesados. A variacdo na tolerancia ao
metal varia de acordo com as estratégias ou mecanismos de resisténcia exibido
pelos fungos (EZZOUHRI et al., 2009). Além disso, deve ser considerado que a
contaminacgao nos locais poluidos geralmente ndo é causada por um Unico metal, e
gue a selecao do biossorvente é, provavelmente, conduzida pelo grau de tolerancia
ao elemento mais toxico encontrado ou pela capacidade do biossorvente suportar 0s
diferentes metais atuando em sinergia (BALDRIAN & GABRIEL, 2002).

Por outro lado, o tratamento com a biomassa ativa, de modo estatico, ndo

apresentou capacidade apreciavel de remocédo de Hg?*. A. flavus, como a grande
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maioria dos fungos, € um microrganismo aerébico (HALL, DENNING, 1994).
Portanto, o seu crescimento se deu na superficie do meio, impossibilitando a sua
aproximacgdo com o metal em solug&o. Este resultado vai de encontro ao resultado
de Kurniati et al., (2014), j& que o A. flavus KRP1 estudado por esse grupo de
pesquisadores conseguiu uma remocdo de Hg?* ligeiramente superior com a
biomassa estatica (98,73%) do que com a biomassa sob agitacdo (97,50%), a partir
de uma solucdo com concentracdo de 10 mg de Hg?*/L.

Era de se esperar que o tratamento da forma agitada atingisse um resultado
mais promissor, visto que a agitacao do sistema proporcionaria que o0 oxigénio fosse
incorporado adequadamente na suspenséao, propiciando, desta forma, o crescimento
dos microrganismos em todo o sistema. No grafico da Figura 3, podemos observar a
porcentagem de mercurio removido pela biomassa ativa em comparacdo com a
biomassa inativa, ambos sob agitacéo.

Quanto a quantidade de metal adsorvido por grama de biomassa, no sistema
sob agitacdo a biomassa ativa removeu 1,38 mg Hg?*/g, enquanto que na biomassa
inativa a remocéo foi de somente 0,12 mg Hg?*/g, indicando que a primeira teve um
desempenho 11 vezes superior. Isso indica que a sorcdo de mercurio se deu em
maior parte pela acumulacao intracelular (absorcéo) do que por adsorcdo. Desta
forma, o cétion pode ser acumulado dentro da célula através do sistema de
transporte de membrana, de acordo com as diferentes afinidades e especificidades.
Quando dentro da célula microbiana, as espécies metalicas podem ser acomodadas
no interior de organelas ou estruturas intracelulares, ou também ser translocadas
para estruturas especificas, dependendo do organismo e do elemento metélico em
guestdao (WHITE et al.,, 1997). O desempenho da biomassa ativa pode sofrer
alteragcOes de acordo com problemas de toxicidade ou condigbes como temperatura
elevada e falta de nutrientes, porém, tem como vantagem possuir uma variedade de
mecanismos de acumulacao e relativa facilidade de manipulagcdo genética (GADD,
1988).
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Figura 3. Comparativo da remocéo de Hg?*, em porcentagem,
da biomassa ativa e da biomassa inativa, ambos tratados sob agitacao.
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& 15
[=11]
e
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0
BAA CIA

Tipo de Tratamento

Fonte: Pesquisa do Autor

BAA - biomassa ativa agitada; CIA - conidios inativos agitados

Na Tabela 1, observa-se a quantidade de mercurio sorvido em miligramas por
cada grama de biomassa fungica (valor Q). Também estdo presentes a quantidade
de Hg?* removida comparativamente entre as biomassas ativa e inativa, sob

agitacao, assim como seus respectivos pesos seco.

Tabela 1. Capacidade de remocéo de mercurio em meio de cultura BDA pela estirpe A.
flavus 10C-4133 e os respectivos desvios padrao.

Conc. inicial Conc. Remocdo Peso Hg?*
Tratamento Hg?* Final Hg?* Hg?* secodo removido
(mg/L) (mgl/L) (%) fungo (g) (mg/g) (Q)

Biomassa 7,39 1,26 17,05% 0,091 1,38
Ativa Agit. (£)0,0616 (£)0,18 ()2,4357 (+)0,0081  (+)0,1865

Conidios 7,39 0,12 1,62% 0,098 0,12

Inati. Agit. (+)0,0616 (1)0,045 (+)0,6089 (+)0,0079 (+)0,0405
Fonte: o préprio autor.
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Os resultados obtidos indicaram que apenas as estirpes de A. flavus I0C05 e
IOC4133 foram as que apresentaram resisténcia ao mercurio e cresceram em meio
BDA enriguecido com esse metal, numa concentracdo de 10 mg de Hg?*/L.

Os fungos filamentosos Penicillum chrysogenum I0OC 2082, Penicillium
corylophilum CCFIOC 4297, Aspergillus niger IOC 4003, Aspergillus versicolor 10C
3997, e Aspergillus Flavus (linhagens A. flavus I0C 4053, A. flavus I0C 4054, A.
flavus 10C 4102, A. flavus I0C 4123 ndo mostraram capacidade de crescimento nas
condicbes empregadas no experimento.

Os ensaios realizados em placa de Petri mostraram que o fungo A. flavus
IOC-4133 foi capaz de resistir a uma concentracdo de 10,0 mg de Hg?*/L. JA nos
testes em meio liquido, com concentragdo de 7,39 mg de Hg?*/L, a biomassa ativa e
inativa, sob agitacdo, foram capazes de remover, respectivamente, 1,26 e 0,12 mg
de Hg?*/L. A guantidade de metal removido em mg de Hg?'/g de biomassa ativa e
inativa (valor Q) foram, respectivamente, 1,38 e 0,12.

O principal mecanismo de remocédo do Hg?* pelo fungo A. flavus 10C-4133 foi
a absorcdo. No entanto, o referido fungo também foi capaz de reter uma pequena
guantidade do metal na superficie celular, caracterizando assim o processo de
adsorcdo; fato este constatado pela remocdo de Hg?* pela biomassa inativa.

Apenas o sistema sob agitacdo se mostrou eficaz para o processo de sor¢cao
pelo fungo A. flavus I0C-4133.
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