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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi selecionar fungos filamentosos e leveduras
capazes de remover metais pesados. Os fungos foram isolados, utilizando-
se amostras de tanques de tratamento e aguas residuais de induastria
siderargica. Esses microrganismos foram testados quanto a capacidade de
crescer na presenca de concentragcdes crescentes de 5mg a 50mg de cada
metal (cromo, niquel e ferro). Foram entéo selecionados 15 fungos capazes
de crescer na presenca de metais pesados. A biossorgcdo por metais foi
similar quando se usou meio mineral (5%, glicose 1%, elementos tracos 0,5
%, extrato de levedura 5% e NH4 SO4 0,1 %) e caldo Sabouraud. A partir de
entao, todos os experimentos foram realizados em caldo Sabouraud, nas
seguintes condicdes: pH entre 4,0 e 6,0 e temperatura de 35°C.O inoculo
utilizado nos testes de biossorcédo foi padronizado 100mg do fungo
previamente crescido em agar Sabouraud. Os frascos foram colocados no
agitador durante uma semana e, depois, filtrados com filtro de Millipore (0,45).
O sobrenadante foi analisado no espectrofotometro de adsorcéo atbnica para
analise de metais. Utilizou-se férmula g= Cf — Cl x biomassa (g)/ volume para
guantificar a capacidade de adsorcdo dos fungos filamentosos ativos.
Posteriormente, foram selecionados oito fungos filamentosos em soluctes
sintéticas contendo de 8mg/l a 200mg/l de solucédo sintética de cada metal
(Cr, Fe, Ni). Desses oito fungos, quatro se destacaram pela capacidade de
biossorver os metais pesados: Aspergillus terreus UFMG-F01, UFMG-02,
Aspergillus niger UFMG-F03 e Phoma sp UFMG-F04. A capacidade maxima
de bioacumulacdo dos trés metais pelos fungos foi a seguinte: A. terréus
UFMG-FO1 biocumulou 78,0mg/g de cromo por grama de biomassa, 77,0
mg/g de niquel por grama de biomassa e 10,0 mg/g de ferro por grama de
biomassa; UFMG-F02 biocumulou 101,0mg/g de cromo por grama de

biomassa 42,2 mg/g de niquel por grama de biomassae 72 mg/g de ferro por
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grama de biomassa, A. niger UFMG-F03 biocumulou 88mg/g de cromo por
grama de biomassa, 45,5 mg/g de niquel por grama de biomassa e 30,0mg/g
de cromo por grama de Phoma sp UFMG-F04 Biocumulou 98,0 mg/g de
cromo por grama de biomassa 78,0 mg/g de niquel por grama de biomassa
e 55mg/g de ferro por grama de biomassa. Os fungos filamentosos
mostraram capacidade de ligacbes aos metais em escalas diferenciadas e o
melhor resultado foi do Aspergillus terréeus UFMG-F01, que adsorveu os trés
metais em quantidade superiores a encontrada na literatura para outros
fungos. Em outro experimento, foi utilizada biomassa fungica viva e morta de
Aspergillus terréus UFMG-F01 para imobilizacdo em suportes de poliuretani
se destacou pela maior adeséo a biomassa quando apresentou a porosidade
de 43Cm. Foi também observado que a biomassa viva de Apergillus terréus
UFMG-FO1 possui especificidade por cromo e niguel quando testada em
influentes siderurgicos. O mesmo fungo foi imobilizado em alginato. A
biomassa imobilizada neste suporte apresentou baixa resisténcia e baixa
capacidade de remover metais quando testado em efluentes siderurgicos.
Entretanto a biomassa imobilizada com alginato mostrou afinidade pelo ferro
em solugdes sintéticas. Nos experimentos com alumina utilizou-se biomassa
fangica morta. Este suporte possui resisténcia e porosidade controlada. A
biomassa imobilizada neste suporte apresentou grande afinidade pelo
elemento ferro e cromo quando testada em solucdes sintéticas e efluentes
siderargicos. O fungo Aspergillus terréus UFMG-FOL1 teve alta capacidade de
biossorver os trés metais estudados, tanto na biomassa imobilizada quanto
na biomassa livre, devendo ser considerado um bom biossorvente para
tratamento de efluentes. Desta forma, este trabalho mostra o potencial de
fungos filamentosos na biossor¢cédo de metais para o tratamento de efluentes

siderurgicos.



Abstract

The major goal of this work was to isolate and characterize yeast and filamentous
fungus able to remove heavy metal particles from the steel industries water
residues. Those microorganism were recovered from water treatment reservoirs
and residual water generated during steel production. The fungi recovered from
those sites were assayed for growth on increasing concentration, ranging from 5 to
100 mg/l, of chrome, nickel or iron. 15 isolates were selected and re-assayed on a
mineral or liquid medium Sabouraud media supplemented with the challenging
metal and no differences were observed between either medium. Therefore,
Sabouraud liquid medium was selected as the media of choice for further assays
and growth conditions standardized to pH ranging from 4.0 to 6.0 ay 35°c. The
amount of 100 mg of fungal mass retrieved from Sabouraud media was utilized as
initial inoculum in all experiments. The liquid fraction of the incubated material was
filtered through a 45 um Millipore membrane and the supernatant analyzed on mass
spectrometer for heavy metal measurements. The adsorption capacity was
estimated though the equation g = Cf — Ci x biomass (g), where q stands for
adsorption capacity and Cf and Ci for final and initial concentration respectively.
From the 15 initially selected isolates, ° flamentous fungus and 1 yeast isolate with
the highest g values were chosen. They are then tested again against the heavy
metals at concentrations ranging from ° to 200 mg/l, and 4 with the better scores
were considered for further applications. They were characterized as Aspergillus
terreus UFMG-FO1 and UFMG-02, Aspergillus niger UFMG-FO3 e Phoma sp
UFMG-FO04. The isolate UFMG-F01 was able to adsorb 78 mg/g of chrome, 77 mg/g
of nickel and 100 mg/g of iron. While the isolate UFMG-F02 adsorbed 101 mg mg/l,
42.2 mg/l and 59.9 mg/l of chrome, nickel and iron respectively The isolate UFMG-
FO3 was able to adsorb 88 mg/l of chrome, 45.5 mg/l of nickel and 30 mg/I of iron,
while the isolate UFMG-F04 adsorbed 98 mg/l, , 78 mg/l and 52.2 mg/l of chrome,
nickel and iron respectively. The adsorption values observed with A. terreus UFMG-
FO1 were higher than the usually described for other fungus on the literature. Viable
and dead biomass of UFMG-FO1 were immobilized on polyurethane, alginate and
alumina and challenged with synthetic heavy metal solution as well as steel industry
water waste. Polyurethane was, among the materials tested, the one with higher
capability of holding fungal biomass at a porosity of 43 / cm. Alginate, for other hand,
had poor mechanical resistance and low capacity of synthetic medium. Only dead
material was incorporated on alumina and it was able to remove chrome and iron
from both waste water and synthetic media. A. terreus showed potential for further
use as a bio adsorbent in the steel industry and its comertial application should be
perused.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, as atividades industriais sdo as principais responsaveis pela poluicdo dos
recurso hidricos por metais pesados. Esses poluentes sdo descarregados em ambientes
aquaticos e terrestres, principalmente como solutos ou particulas, podendo alcancar
elevadas concentracdes em areas proximas ao langcamento *GADD & WHITE, 1993)

Embora exista uma preocupacdo universal para evitar desastres ecoldgicos por
contaminacdo, tais eventos continuam acontecendo principalmente atravées das industrias
siderurgicas, que sdo os maiores poluidores da natureza. Entretanto, os 6rgdos de
controle ambiental tém estabelecido padrdes cada vez mais rigorosos para o langamento
de efluentes liquidos e sdlidos no meio ambiente, exigindo a implantacdo de tecnologias
de tratamento eficientes e praticas. As técnicas normalmente utilizadas na
descontaminacao de efluentes industriais sdo lagoas aerdbias, os tanques de lodo
ativado, além de processos quimicos (ANSELMO et al. 1985). A tendéncia atual do
tratamento de efluentes oriundos de siderurgias implica a utilizacdo de processos
bioldgicos, combinados com os convencionais (GOYAL et al. 2003). Esse procedimento
fundamenta-se Na utilizacdo de biomassa microbiana, viva ou morta (biossorventes) , com
capacidade de reter elevadas quantidades de ions metalicos por meio de processos
passivos ou ativos (GOMES, 1985). O processo ativo (requer gasto de energia) e passivo
(ndo requer gasto de energia) consistem na ligagdo do metal a biomassa, sendo
denominados como bioacumulacédo e biossorcéo, respectivamente (BLACKWELL et al.
1995). No processo de biossorgéo, existe uma variedade de mecanismos envolvidos,
entre 0s quais 0s mais estudados sao: troca i6nica, quelacdo, adsorcdo, coordenacao,
complexacdo e microprecipitacdo (VOLESKY & HOLAN 1995). No processos exigem
grupos diferentes descargas negativas na superficie das células (LARSSON et al. 1992).
Além disso, a bissor¢cdo de metais pesados por microrganismos imobilizados € também
de grande interesse, pois a sua utilizacao no tratamento de efluentes industriais reduz os
problemas da separacgéo e regeneracdo da biomassa apoés a biossorc¢éo (solido-liquido) e
padroniza o tamanho das particulas imobilizadas (ZOUBOULIS et al. 2003). Além destas
vantagens, a biomassa imobilizada possui maior concentracdo de massa, facilita as
ligagbes quimicas com ions metélicos e protege a biomassa de ambientes tdxicos o que
facilita o tratamento do efluentes (AKSU el al. 2003).

Com o proposito de comparar a capacidade de biossorcdo de fungos filamentosos

livres e imobilizados no tratamento de efluentes sideruargicos, o presente trabalho contribui
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com novas informagdes para estabelecer uma metodoligia eficiente na remogéo de metais

pesado presentes em efluentes industriais.



12

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biossorgao

Os métodos convencionais para remocdo de metais pesados de solucdes
aguosas compreendem oxidacdo e reducdo, precipitacdo, filtracdo, tratamento eletro-
quimico e evaporacdo. Diversas limitagdes sdo encontradas nessas técnicas, como um
elevado gasto energético, uma remocdo metalica incompleta e a geracdo de larga
guantidade de material toxico, o qual necessita de grandes areas de depdsito (BAI &
ABRAHAM, 2003).

Como método alternativo de menor custo, utiliza-se biossorventes, como algas
marinhas, bactérias, leveduras, fungos e micélios de fermentacdes industriais em varios
setores industriais em varios setores industriais, devido a capacidade destes organismos
de ligacdo a metais pesados (BAIK et al. 2002). Os biossorventes utilizados na remocéo
de metais possuem vantagens sobre os métodos convencionais, pois 0 processo nao
produz lodo quimico, pode ser altamente seletivo, de facil operacao e de baixo custo para
o tratamento de grandes volumes (DONMEZ & AKSU, 2002). Nesse sentido, a biossor¢éo
de metais pesados por materiais de origem bioldégica é uma alternativa viavel para a
descontaminacdo de efluentes industriais uma vez que 0S microrganismos podem
simultaneamente o sequencialmente acumular metais sem a participagédo do metabolismo
sdo denominados biossorcédo, ao passo que 0s processos dependentes sdo chamados de
bioacumulacdo (VOLESKY, 1990). As ligacdbes do metal em células mortas ocorrem
rapidamente na superficie da célula (processo passivo). O mecanismo que liga os ions
metélicos (tamanho, carga ibnica e espécie metélica), das espécies de microrganismos e
das condicbes ambientais (pH. Temperatura, forca ibnica, existéncia de competicédo
organica ou inorganica de metais quelantes).

O lodo ativado é bem conhecido como biomassa utilizada na purificacdo de
alguns efluentes siderurgicos e aguas domésticas. Parte dos microrganismos cresce em
sistemas de tratamentos e podem ser separados e utilizados para remocédo de metais
pesados (AKSU et al. 2002). No tratamento de efluentes ocorrem ligagdes ativas, este
processo é denominado bioacumulacéo, envolve o transporte de ions para o citoplasma
da célula (SAG & KUTSAL, 1996).
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2.1 Biossorgao por Fungos

Fungos filamentosos tém sido largamente utilizados industrialmente tanto na
bioconversédo de muitos compostos como a biodegradagcdo de poluentes de efluentes
siderurgicos. Fungos também sdo capazes de sequestrar e acumular metais pesados,
essas propriedades sdo resultados da ativa ligacdo do metal através de reacdes
metabolisticas e ligacdes passivas. Isso ocorre devido & quimica da célula e seus
constituintes que sao basicamente grupos carboxila e fosfato que possuem cargas
negativas que fornecem a célula microbiana potente poder de acumular ions metalicos
(ARICA et al. 2003). Possuem também constituinstes muito importantes como manana-B-
glucana e quitosana, polimeros estruturais componentes de parede celular responsaveis
pela sor¢cdo de metais devido ao sitio de nitrogénio e do grupo amina (BAIK et al. 2002).
Esses componentes juntamente com as proteinas, lipideos e pigmentos existentes na
parede celular, possuem alto potencial como sitios de captacdo de metais (REMACLE,
1990). Um desses pigmentos, a melanina, localizada no exterior da parede celular, contém
grupos carboxila, fenol, hidroxila e amina e apresenta alta capacidade de se ligar a ions
metalicos (FORGATY & TOBIN, 1996).

Na literatura sao citados alguns fungos filamentosos como bons biossorventes,
Rhizopus nigricans tem sido bastante estudado quanto & capacidade de adsorver cromo
hexavalente (BAl & ABRAHAM, 2001). A capacidade desse fungo adsorver metais tem
sido relacionada a presenca de varias unidades de quitina-quitosana, que servem de
matriz par 0s grupos -COOH e —NH2, responsaveis pela ligacdo dos ions metélicos
(TSEZOS, 1986; BAI &ABRAHAM, 2001). Os fungos Mucor rouxxi e Aspergillus niger
exibem uma excepcional de biossor¢cdo do elemento chumbo. Esses fungos adsorvem
mais metal do que o relatado para carvao ativados e outros microrganismos. O fungo M.
rouxii demonstra alta afinidade seletiva por chumbo, e também afinidade pelos ions
metélicos Zn, Ni e Cu. Isso € muito importante na aplicacdo do biossorvente uma vez que
os efluentes industriais contém varios metais diferentes. Os fungos Polyporous versicolor
e Phenerochaete chrysosporium sdo efetivos no tratamento de aguas residuarias

contendo chumbo niquel e cromo (YETIS et al. 1998).
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2.2. Mecanismos de Biossorcao

2.2.1. Complexacao

A complexacdo é definida como a associacdo de dois ou mais elementos
quimicos, em que cada um é capaz de existir de maneiro independente. Quando um dos
elementos € um ion metélico, a entidade resultante é conhecida como complexo metélico
(HARTMEIER, 1988).

2.2.2. Coordenacao

Quando um atomo metalico se liga a um outro atomo nao metalico este ultimo
€ chamado receptor, e o metdalico, coordenador. A ligacdo € chamada de ligacao
coordenada. O complexo metalico é um tipo particular de coordenacao, por iSso 0s termos
coordenacao e complexacéo sdo frequentemente usados como sinénimos (HARTMEIER,

1998).

2.2.3.Quelacao de Metais

Trata-se de um tipo especial de complexacdo. Nesse tipo de interacdo, uma
molécula denominada ligante, com mais de um grupo ou radical capaz de estabelecer
ligacdo com ion metélico, forma um anel heterociclico onde o ion metalico, denominado
agente quelante, participa como ponte de ligacdo entre os grupos do ligante. Geralmente,

os ligantes sdo compostos organicos (HARTMEIER, 1998).

2.2.4.Troca lbnica

Tal mecanismo é o intercambio de particulas eletricamente carregadas que séo
formadas pela perda e/ou ganho de elétrons. Provavelmente, trata-se do fenbmeno mais
comum na biossorcdo. Nesse processo, um sélido ou um liquido inorganico ou organico
contendo ions moveis (denominados trocador idnico), troca estes ions por outros de

mesma carga (+ ou -), presente em solucéo, na qual o trocador ibnico € essencialmente
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insoluvel. Essa relagdo € em geral, reversivel. A capacidade de troca de ions ocorre devido
a um excesso de cargas elétricas (positivas ou negativas) da estrutura do trocador idnico,
equilibrada pela carga dos ions ancorados. Desse modo, a troca iénica deve promover a
assimilacdo de uma quantidade de ions da solucéo, de carga total equivalente a carga e
garantir a eletro neutralidade (HARTMEIER, 1988).

2.2.5. Adsorcgao

A adsorcéo é o processo pelo qual ions ou moléculas aderem a superficies solidas.
Nesse processo, ela pode ser negativa quando a adsorcdo de cations se da por sitios
negativos e é positiva quando a adsorcdo de anions ocorre através de sitios positivos.
Este fendbmeno que define a composicdo e exotérmico. Nesse sentido, a adsorcéo é o

fenbmeno que define a composicdo quimica da superficie (HARTMEIER, 1988).

2.2.6. Microprecipitacéo

A microprecipitacdo de metais ocorre quando substancias ao redor da célula
convertem ions sollveis em sais insolluveis. Devido a imposi¢ao de condicdes quimica as
células microbianas sdo compostas de polissacarideos, proteinas e lipideos. O metal se
liga a grupos funcionais desses compostos como carboxila, hidroxila, sulfato, fosfato e
aminas (KUYUCAK & VOLESK, 1988).

A carga e a geometria desses grupos de ligacdo sdo bastante diversificadas,
podendo resultar até em uma seletividade na remocdo dos ions metalicos. Nesse
contexto, o conhecimento da estrutura quimica dos materiais bioldégicos é de grande
interesse para a ligagdo do metal ao biossorvente. Muitos microrganismos com superficies
constituidas de acidos e polissacarideos mantém a habilidade para complexar metais
pesados e apresentam grupos amino, carboxila, fosfato e sulfato. Os grupos amino e
carboxila, fosfato e sulfato. Os grupos amino e carboxila, os elementos nitrogénio e
oxigénio e os peptideos estdo disponiveis para a ligagcdo de coordenagdo com os ions
metélicos. A ligagdo que é formada, por exemplo, entre fungo e ion metalico pode ser
acompanhada pelo deslocamento de protons, dependendo da extensdo da protonacéao,
determinada pelo pH. Os ions metéalicos estdo eletrostaticamente ligados oxigénio da

carboxila ndo protonada e ao sulfato. Esta adicao se faz com os grupos ligantes funcionais,
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0s quais sao frequentemente polissacarideos que possuem a propriedade de troca ibnica
(SAY et al. 2001).

2.3. Conceito de imobilizacao

A imobilizagdo é um termo geral que descreve as muitas formas de as células
e enzimas serem fixadas, encapsuladas ou aprisionadas em suporte solido. O conceito de
células imobilizadas refere-se a biomassa ou microrganismo fisicamente confinado ou
localizado em uma regido definida do espaco, de tal forma que suas caracteristicas sejam
mantidas (PRADELLA, 1987; PULITANO, 1992). Tem-se reconhecido que a imobilizacéo
da biomassa microbiana reduz os problemas de separagéo e regeneracdo da biomassa
apos a biossorcdo (sélido-liquido) e padroniza o tamanho das particulas imobilizadas
(ZOUBOULIS et al. 2003). Além dessas vantagens, a biomassa imobilizada possui maior
concentracdo de massa, facilita as ligagdes quimicas com ions metalicos e protege a
biomassa de ambientes toxicos, facilitando o tratamento dos efluentes (FREEMAN &
LILLY, 1998).

Processos que utilizam imobilizacdo de células em crescimento tém sido mais
promissores do que a tradicional fermentacdo com células livres, desde que as células
microbianas imobilizadas sejam utilizadas em processos continuos e com varios ciclos
(McCABE et al. 2001). Assim a matriz para imobilizacdo € um dos fatores chave na
aplicacao ambiental da biomassa imobilizada. Assim a matriz polimérica determina a forca
mecanica e a resisténcia quimica para o produto final da biossorcéo e da dessorcéo. As
principais técnicas de imobilizacdo normalmente aplicadas em testes de biossor¢cdo séo
baseadas: na adsor¢cdo em suportes inertes, na encapsulacdo e no aprisionamento em
matrizes poliméricas (VEGLIO & BEOLCHINI, 1997).

Muitos estudos estdo sendo relacionados com polimeros e poli sulfonato na
imobilizacdo de bactérias e poliacrilamida e glutaraldeido para fungos e algas para
remocao de cobre e cromo (BAl & ABRAHAM, 2003). Para obtencdo de sistemas
eficientes sdo empregadas normalmente combinacdes de diversas técnicas. Uma
combinacdo tipica € a adsorcdo do biocatalisador em um gel, seguida da técnica de
ligagdo cruzada, com o uso de agentes bifuncionais. Essa métodos podem ser feitos
através de suporte sélido (ligacdes covalentes e adsor¢cdo) ou por inclusdo (matriz ou

capsulas). No primeiro caso, a ligacdo pode ser feita entre enzimas, e no segundo, através
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de carreadores que entram na matriz de polimeros, ou por aprisionamento pela membrana
(HARTMEIER, 1988).

2.3.1 Métodos de imobilizacao

Segundo HARTMEIER (1988) existem seis métodos de imobilizagcéo de células,
enzimas ou organelas, os quais pode ser combinados entre si, originando novas técnicas.

As vantagens e desvantagens de cada método sdo apresentadas no Quadro 1.
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QUADRO 1: Vantagens e desvantagens dos métodos de imobilizacao.

Métodos

Vantagens

Desvantagens

Encapsulacéo

Adsorc¢éo

Ligacéo

Covalente

Ligacao I6nica

Ligacao
Cruzada

Aprisionamento

E utilizada para enzimas, células, sistemas
de coenzimas e multienzimas. Minima
alteracdo do biocatalizador. Incorporacdo
de particulas para aumento de densidade

e propriedades magnéticas.

Simples, sem modificagdo de célula e
enzima. Possivel regeneracéo do suporte.

Baixo custo.

N&o é afetada por pH, forca i6nica do meio
ou concentracao do substrato. Ligagédo
especifica. Disponibilidade de carreadores

e métodos.

Simples, sem modificagdo da célula.

Sao formados compostos insollveis e

vérias ligages.

Sem modificagdo quimica da célula e da

enzima.

Diluicdo de géis. Propriedades
mecanicas pobres de alguns géis.
Inativacdo de monémeros na ligagéo
cruzada. Difusao restrita de muitos

substratos.

Imobilizacdo superficial. Mudanca na
forca ibnica podendo inibir adsorcao.
Controle ambiental de pH, temperatura

e forga idnica.

Envolve tratamento quimico. Com
modifica¢do do sitio ativo. Custo elevadd
Dificuldade no processo. Regeneracéo

impossivel ou dificil.

E afetada pelo pH, Ligacéo fraca.

Perda de atividade. Envolve agentes

quelantes.

Limitacéo da difuséo, néo afetiva para
substratos de alto peso molecular.
Susceptivel a inativagdo da enzima.
Perda continua da enzima devido ao

tamanho dos poros.

Fonte: Hartmeier, 1988.
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2.3.1.1. Encapsulacao

A técnica consiste na utilizacdo de uma grande variedade de matrizes
carreadoras. Esse método nao tem sido muito utilizado para imobilizacdo de enzimas, mas
tem sido aplicado como muito sucesso para células e organelas (MOSBACH, 1976).

A encapsulacgdo é realizada por meio do envolvimento do biocatalisador pelo
polimero, sendo as células aprisionadas por uma unidade do polimero. Cria-se uma
barreira, de forma que o suporte e os produtos das moléculas passem livres, mas o
biocatalisador seja retido. Uma vez que os biocatalisadores sdo mais importantes que 0s
suportes com o qual agem, diferentes tipos de suportes tém sido testados visando a uma
melhor combinacao entre o suporte, o biocatalizador e a eficiéncia do processo. Deve-se
considerar, ainda a concentracao da solucdo na qual o biocatalisador age livremente e é
confinado no sistema de encapsulacédo (LEFEBVRE & VICENT, 1995).

2.3.1.2. Encapsulacéao pelatécnica sol-gel em esferas de alumina

A técnica sol-gel é um processo quimico por via Umida, no qual gotas de uma
solucédo contendo alumina séo solidificadas por reacdo quimica de precipitacdo de um
hidroxido metalico. A solugao contida nas gotas, denominada “solugao de alimentagao”, &
composta de nitrato de aluminio e de uma fase solida composta de alumina ativada,
parcialmente neutralizada (com alta superficie especifica), e de uma solucdo de alcool
polivinilico (PVA) e de etanol.

As gotas sao produzidas por um sistema mecanico, constituido por um vibrador,
ao qual se acopla um bocal de diametro especifico. Ao se desprenderem do bocal, devido
a tensédo superficial, as gotas assumem forma cada vez mais esférica a medida que caem
em direcdo a superficie da solucdo amoniacal, contida na coluna de vidro e do
equipamento denominado “coluna de precipitagdo”. Durante a queda, as gotas
atravessam uma atmosfera de amodnia, quando entdo ocorre a seguinte reagcdo na
superficie das mesmas:

Al (NO3)3 9H20 + 3NH40OH <-> Al (OHz3)3. XH20 + (9-X)H20

Em que: “X” pode assumir os valores 1 e 3, dependendo da temperatura e do pH do meio

de precipitacao.
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Essa reagéo forma uma pelicula de caracteristica gelatinosa em torno de toda
a superficie da gota, conferindo-lhe resisténcia ao impacto com a superficie da solucao
amoniacal, contida na coluna de precipitacdo. A sobrevivéncia das gotas ao impacto com
a superficie da solucdo amoniacal depende da velocidade de formacéo da pelicula gel e
da natureza elastica do gel formado. Para se alterar a velocidade de formacgé&o da pelicula
gel, atua-se na natureza do aluminio. Assim, ao invés de realizar a precipitagcio a partir de
uma solucdo verdadeira, procede-se por meio de uma dispersdo coloidal denominada
“sol”. Para aumentar a natureza elastica das gotas no momento do choque (SANTOS,
1990). Durante o percurso na coluna, as esferas gelatinosas resultantes continuam a
sofrer a reacdo de precipitacao, devido a difusdo da solucdo amoniacal para o seu interior,
e sdo coletadas em um recipiente plastico contendo esferas.

Parte da solucdo amoniacal é retirada e fica em repouso por um periodo
suficiente para a reacdo se completar. As esferas sdo, entdo, retiradas da solucéo
amoniacal, sofrem varias lavagens com agua deionizada para remocao do nitrato de
amonio, e sdo submetidas a um tratamento térmico para remocéao do PVA introduzido.
Através do tratamento térmico, sdo ajustadas as caracteristicas fisicas desejadas, tais

como: porosidade, densidade, resisténcia mecéanica a compressao, superficie especifica.

2.3.1.3. Adsorcao

Nesse caso, 0 material a ser imobilizado é ligado a superficie do suporte por
forcas fisicas, como a de Van der Waals, e por outros tipos de intera¢cdes como ligacdes
ibnicas, pontes de hidrogénio, além de interagbes hidrofobicas. Estas sé&o simples e
rapidas, excedendo pouca influéncia na estrutura da biomassa. Para se estabelecer uma
ligacdo adsortiva, basta colocar o adsorvente em contato com uma suspensao aquosa de
biomassa por um tempo suficiente. Essa técnica apresenta desvantagens devido a relativa
fragilidade das forcas de adsorcdo, as quais podem ser rompidas por variacbes na
temperatura, no pH e na composi¢ao do substrato (BERKELEY et al. 1980).
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2.3.1.4. Ligacao Covalente

Na ligacdo covalente, os &tomos estéo ligados através do compartilhamento de
pares eletrénicos, obtendo-se ligacdes fortes entre as enzimas, sendo pouco utilizada para
células. Uma desvantagem deste metodo € a tensao resultante da intensidade da ligacéo
a qual se sujeita a enzima, o que pode levar a variagfes consideraveis na conformacao

enzimatica, resultando em perda de parte da atividade catalitica (HARTMEIER, 1988).

2.3.1.5 Ligacéo l6nica

O método de ligacédo ibnica é baseado na atracao eletrostatica entre grupos de
cargas opostas presentes no suporte e na espécie que se deseja imobilizar. Esse
processo é bastante simples e pode ser realizado em temperatura e pressdo ambientes
através de agitacdo das particulas do suporte e, solucdo. Pode ser feito também pela
suspensao do material a ser imobilizado ou através de um fluxo dessas solucdes ou

suspensdes sobre particulas do suporte (HARTMEIER, 1988).

2.3.1.6 Ligacéo Cruzada

Nesse processo, unidades isoladas de células, enzimas ou organelas séo ligadas uma
as outras atraveés de reagentes bi ou multifuncionais, que estabelecem ligac6es quimicas
com grupos de superficie da biomassa. Com a multiplicacdo dessas liga¢des, sao
formadas moléculas muito grandes, geralmente insollveis. Embora esse Método seja
relativamente simples, apresenta algumas desvantagens. Geralmente, as particulas
obtidas por este método sdo gelatinosas e pouco resistentes. Quando se empregam
substratos de peso molecular elevado em concentragbes reduzidas, o acesso dos
mesmos aos sitios ativos é limitado pelas condi¢cdes desfavoraveis a difusao.

Como esse método usualmente envolve ligacbes do tipo covalente, pode ocorrer perda
na conformacdo do material imobilizado, com consequente perda de atividade
(HARTMEIER, 1988).



2.3.1.7 Aprisionamento em membrana

Este método tem por objetivo delimitar o espaco no qual o biocatalizador exerce sua

atividade, utilizando-se uma membrana semipermeavel que possibilita a difusdo de

substrato e produtos, retendo a espécie imobilizada em seu interior. As vantagens desse

método consistem na boa estabilidade mecanica e quimica do sistema, além da

possiblidade de controle da reacdo através da difusédo seletiva de substrato e produtos
(HARTMEIER, 1988).

2.4. Matrizes de Suportes para Imobilizacdo de Células

Séao utilizados variados tipos de materiais

geral, é possivel classifica-los em suportes organicos e inorganicos.

No Quadro2, sdo mostrados o0s suportes mais comumente utilizados.

na imobilizacdo de células, e de forma

Quadro 2: Suportes mais utilizados na imobilizagdo de microrganismo
(Adaptado de KOLOT, 1981).

I6nica (Zeveg).

Compostos orgéanicos Compostos Outros materiais
inorganicos
A B C

K-Carrageno Gelatina Poliestireno Ceréamica Bagaco de cana

de agucar
Alginato Colageno Poliuretano Silica/Alumina Fragmentos de

madeiras

Pectina Poliacrilamida Vidro Serragem

Quitina Cloreto de ZircOnia
polivinila
Celulose Resinas de troca | Aco inoxidavel

Segundo varios autores, a selecado do suporte para imobilizacdo de células envolve
critérios especificos (GHOMMIDH et al. 1982; HARMEIER., 1988, PHILLIPS & POON,
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1988). Em todos estes, deve-se levar em consideragéo os seguintes fatores: a massa do
biocatalizador, o comportamento cinético e a estabilidade do material a ser imobilizado.

A massa do biocatalizador refere-se ndo somente a quantidade real das células que
sofrem imobilizacdo, mas também ao fato de que, no decorrer do processo, ndo deve
ocorrer perda de atividade ou sitios ligantes, e que o comportamento cinético do complexo
(biocatalizador e suporte) seja mantido.

Para que um material possa ser usado como suporte, deve-se levar em consideracgao,
sobretudo, a resit~encia do suporte do meio em que este interage. Nesse sentido, 0
suporte deve ser pouco ou muito pouco solivel no meio, principalmente nas condic¢des de
operacdo. A estrutura do suporte € extremamente importante, principalmente a superficie
de contato e a porosidade, fatores estes que afetam a atuacdo do biocatalizador. De
acordo com os fatores acima mencionados, os suportes podem ser classificados da

seguinte maneira:

e suportes nd3o porosos

e suportes porosos

Além desta estrutura basica, € possivel ainda, usar um mesmo suporte em diferente
configuracdes, como fibra ou membrana. Suportes ndo porosos possuem superficie de
contato extremamente baixa, dificultando a fixacdo dos biocatalizadores. Esse problema
pode ser contornado. Com o uso de suportes sob a forma de fibras ou pequenas
particulas, Entretanto, particulas ou mesmo fibras sdo dificil remoc¢do no reator, pois
diminuem a presséo e velocidade de escoamento. Por outro lado, os mesmos oferecem a
vantagem de fixar o biocatalizador externamente no suporte, colocando-o, imediatamente,
em contato com o0 meio em que este interage. Atualmente, suportes porosos, organicos
ou inorganicos sédo encontrados no mercado, como, 0 poliestireno macro reticular, um
suporte poroso € que todos 0s agentes importantes no processo, principalmente as
grandes moléculas dos biossorventes, penetram na superficie interna ou na estrutura do
suporte para garantir a fixagdo. Além disso, substratos com moléculas maiores que as dos
biocatalizadores podem n&o penetrar nos poros e, nesse caso, NAo ocorreria a reacao
desejada ja que grandes quantidades de biocatalizador ndo deve ser utilizadas. Em suma,
as vantagens dos materiais porosos sdo: grande &rea para imobilizacdo, protecdo do

biocatalizador e carga superficial oposta a do biocatalizador (HARTMEIER, 1988).
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2.5. Utilizacdo de Microrganismos em Sistemas Imobilizados

A imobilizacdo de microrganismos pode contribuir na remocdo de metais, na
producdo de exopolimeros, no transporte e sequestro intracelular e na producdo de
compostos organicos e inorganicos insoltuveis (WHITE et al. 1997). Véarios autores tém
descrito a utilizacdo de microrganismos imobilizados em processos de biossorcéo, dentre
0s quais o Trametes versicolor e Pleurotus sajur caju sdo fungos brancos e fortes,
decompositores de varios xenobibticos, que podem ser utilizados na adsor¢éo de mercurio
em solucdes aquosas (ARICA et al. 2003). Outros exemplos sé&o: o Fomitopsis pinicola,
imobilizado com alginato, utilizados como biossorvente de cadmio (LEBEAU et al. 2002);
o fungo Phanerochaete chrysosporium , imobilizado em esponjas de poliuretano, como
purificador de efluentes de industria téxtil (YANG & YU, 1996). Muitos microrganismos
imobilizados por encapsulacdo sdo aplicados, também no tratamento de efluentes
contaminados oriundos de industrias de alimentos (HSU et al. 1996).

Nos processos aerébios, a imobilizacdo possibilita o controle do crescimento
celular pela adicdo proporcional de nutrientes sem causar maiores problemas no
biorreator (GADD, 1986; TZESOS, 1986). Este controle é necessério, devido a taxa
limitada de oxigénio no meio da cultura, onde ocorrem maiores concentracfes celulares
(NILSON et al. 1980). Outro exemplo é o microrganismo Acetobacter aceti que produz
mais acido acético imobilizado, pois a bactéria possui protecdo contra as variacdes de pH
e temperatura (JUDIT & BELA, 1996).

Tanto células vivas como mortas podem ser usadas em sistemas imobilizados,
embora 0 emprego da biomassa viva traga algumas vantagens, pois 0 microrganismo
pode aproveitar certas substancias do meio para seu metabolismo. Os métodos mais
comuns de imobilizagdo de microrganismos envolvem o uso de alginatos, poliacrilamidas
e silica gel (CHIBATA et al. 1986).

Sendo assim, estudos tém demostrado que microrganismos imobilizados apresentam

resisténcia as condi¢cdes adversas apresentadas pelo ambiente (SAG,2001).
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2.6. Aplicacdo de Células Imobilizadas

Embora ndo fossem conhecidos os principios da imobilizacédo, a aplicacao de
células imobilizadas em processos de larga escala industrial era amplamente empregada
na producao de compostos organicos, desde os primérdios do século XIX. Nesse periodo,
o vinagre era produzido em tanques que continham pedacos de madeira, ceramica, carvao
e outros materiais, sobre os quais eram gotejadas solu¢des aquosas contendo etanol.
Propiciava-se, assim, o desenvolvimento de bactérias na superficie dos suportes
(PHILLIPS & POON, 1998). A utilizagdo de células imobilizadas & hoje muito recorrente
na incorporacao de biomassa microbiana nos processos de engenharia. Varias espécies
microbianas tém sido encapsuladas, em diversas matrizes para diferentes aplicacfes
industriais, ambientais, analiticas e quimioterapicas (ANSELMO et al. 1985; FRAVEL et
al. 1985).

Na aplicacdo em quimioterapicos, pode-se citar a producdo de antraquinona
por células imobilizadas de Morinda Citrifolia (BRODELIUS et al. 1980), a producao de
antibioticos como Bactrim (trimetoprim+ sulfa) e Penicilina G, por células imobilizadas de
Bacillus subtilis e Penicillium Chrysogenum em poliacriamida (MORIKAWA et al. 1980).
Na obtencédo de pré-insulina utiliza-se a técnica de encapsulacdo em agarose, a partir de
células viaveis de Bacillus subtilis (MOSBACH et al. 1983). A producéo de acido malico e
acido fumarico eobtida por células imobilizadas de Brevibacterium flavum e de Aspergillus
sp. As células de B. Flavum aumentaram o efeito catalitico de Aspergillus sp na producao
destes acidos (CHIANG et al. 1997).

Na aplicacdo ambiental, as técnicas de imobilizacdo sdo ultilizadas na
agricultura como biocontrole de pragas (BASHAN, 1986, AXTELL & GUZMAN, 1987), e
biocontrole do solo (CONNICK, 1982). Além dessas aplicacOes, relata-se que a
imobilizacdo de fungos filamentos tem-se mostrado como 6timo ligante de metais de
aguas industriais, devido ao maior poder de adesdo conferida as células (FRY &
MELHORN, 1994). A imobilizagdo de material biolégico € um método opcional de
tratamento de aguas residuais, aplicando em conjunto com métodos convencionais para
tratamento de aguas contaminadas com metais pesados (COSTA & FRANCA, 1996).

Todos esses sistemas de células imobilizadas constam na utilizagdo de

substratos e obteram bons resultados na producdo de enzimas devido a facilidade de
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manuseio e baixos custos para as industrias, sobretudo quando comparados aos sistemas

que utilizam células livres.

2.7. Modelos utilizados na Biossorcao

A presenca de uma ou varias espécies metdlicas nas solucdes sintéticas e
efluentes, durante a biossorcao pode ser significativa e trazer consequéncias favoraveis
na capacidade de biossorver metais pesados. Em geral, no efluente sdo encontrados
varios tipos de poluentes (Multi componentes), o que torna mais dificil a ocorréncia do
equilibrio. Nos estudos de mono e multi-componentes séo considerados os modelos de
Langmuir e Freundlich para definir o equilibrio de ligacdes dos componentes metélicos e
a afinidade da biomassa pelo ion metalico (PAGNANELLI et al. 2003).

O modelo de Langmuir tem como premissas:

— a superficie do sdlido é constituida por um certo niumero “S” de sitios de
adsorcao.

— as espeécies adsorvidas (adsorvatos) interagem somente com um sitio ativo;
— a adsorgao ocorre apenas em uma camada;

— a energia de adsorgao ¢é idéntica para todos os sitios e independe da
presenca das espécies adsorvidas em qualquer outro sitio.

— € utilizada para baixas concentragcdes de metais.

Resulta na seguinte expressao:

Quando a concentracdo de metais € muito baixa, “Cf — 0”7, tem-se que “(1+Kcf) = 17,

resultando: g = g0 k Cf. Portanto, em baixas concentra¢des, a quantidade absorvida, &
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diretamente proporcional & concentracao residual final (sendo representada por uma reta)
cuja inclinacdo informa a afinidade entre o adsorvente e o adsorvato. Por outro lado,
qguando se obtém altas concentragdes, “Kcf = 17, e “(1+Kcf) = Kcf” resulta em: q = q0. Em
concentracOes elevadas, a capacidade de adsorcao tende a seu valor maximo, definido
como capacidade de carregamento.

O modelo de Freundlich € um modelo empirico que propde uma distribuicdo

exponencial dos diversos sitios de adsor¢cao. A equacao que descreve este modelo é:

q=K*x cl/n

Em que “K*” e “n” sdo constantes do modelo de Freaundlich.

Essas constantes sdo determinadas ao se linearizar a equacao, a qual
representa bem os resultados experimentais para faixas medianas de concentracdes em
sistemas, para os quais as premissas do modelo de Langmuir ndo séo validas. Esse
modelo néo fornece informacdes referentes a capacidade de carregamento da biomassa.

Nesses modelos, podem-se também utilizar dois metais simultaneamente.
Estudam-se as isotermas de sorcdo de cada um através de gréficos tridimensionais,
verificando se o biossorvente na presenca de dois metais, acelera sua adsor¢ao ou se um
metal compete com o outro, o que diminui, o poder de adsorcdo do biossorvente. Logo, é
necessario construir isotermas para a avaliacado quantitativa da capacidade de biossorcao
do material adsorvente (CHONG & VOLESKY, 1995). Para cada metal em estudo, sédo
testados dados especificos que ocorrem para o tracado de uma isoterma, plotando-se a
capacidade de biossorcdo em funcdo da concentracdo residual final de equilibrio
(TSEZOS, 1995). Geralmente, a forma das isotermas € hiperbolica, tendendo para uma
reta paralela ao eixo das abscissas, quando concentracdes finais se tornam mais elevadas
e a capacidade de biossorgdo se aproximam de seu valor maximo ou de saturagéo, o que
configura a capacidade de carregamento.

A inclinacéo inicial das isotermas de biossor¢cédo, para baixas concentracdes

iniciais, fornece informacdes referentes a afinidade entre biomassa e o ion metalico em
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solucdo. A capacidade de biossor¢cdo das biomassas é afetada por diversos fatores, tais

como:

a) pH da solucéo;

b) Temperatura;

c) Tipo de anion associado ao cation metalico;
d) Presenca de outros ions metalicos;

e) Forma ibnica do ion metalico de interesse (VOLESKY, 1990).

As isotermas séo construidas a partir de um material de massa m, que é agitado
em um volume V de uma solucdo com uma concentracdo de soluto (Co), em uma
determinada temperatura, apos um periodo de tempo necessario para atingir o equilibrio
(aproximadamente 24 horas). Nessa situacdo, o soluto tem um distribuicdo definida entre
as fases sélida e liquida. Repetindo-se esse procedimento para solugdes crescentes do
soluto, é possivel construir uma isoterma de adsorcdo que relacione a capacidade de
adsorcdo do soélido com a concentracdo residual do soluto, a uma determinada
temperatura. A capacidade de biossorcao das biomassas é afetada tanto pela temperatura
quanto pelo pH. Contudo, o pH tem maior influéncia na capacidade de biossorcéo.
Seguindo os modelos ja propostos para descrever quantitativamente o fenbmeno de
adsorcdo, VOLESKY (1990) considera que os modelos de LANGMUIR e FREUNDLICH
sdo 0s que mais correlacionam os dados experimentais para biossor¢ao.

Devido ao aumento da poluicdo ambiental nos recursos hidricos em
consequéncia do crescimento do setor industrial, a legislacdo ambiental tornou-se mais
rigorosa, levando tal setor a buscar metodologias alternativas para o tratamento de
efluentes siderurgicos. Sendo assim, a proposta do presente trabalho foi investigar a
utilizacdo de fungos filamentosos livres e imobilizados em esponjas de poliuretano,
alginato e esferas de alumina como biossorventes de metais pesados (cromo, niquel,

ferro).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Comparar fungos filamentosos livres como material sorvente de metais pesados,

presentes em solugdes sintéticas e efluentes industriais.

e Objetivos Especificos

¢ Isolar e identificar fungos filamentosos a partir de efluentes siderargicos e
selecionar linhagens mais adaptadas para testes de remocédo de metais de

solugdes sintéticas e efluentes.

e Avaliar a biossorcdo de metais pelo biossorvente, em solucdes sintéticas e
efluente, a partir da utilizacéo de biossorvente imobilizados em poliuretano, alginato

e alumina.

e Estudar a adequacao da técnica sol-gel para imobilizacdo de biomassa inativa,
objetivando a producédo de esferas biossorventes.
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Aims: 1 I.u: aim was to investigate the biosorption of chromium, nickel and iron from
Tnemllu'r.glcal effluents, produced by a steel foundry, using a strain of Aspergillus terreus
immobilized in polyurethane foam,

Mc.thods and Results: 4. rerreus UFMG-FO1 was immobilized in polyurethane foam and
subjected to lbiosorpliun tests with metallurgical effluents. Maximal metal uptake values of
”’4'-? mg g iron, 965 mg g~ ' chromium and 196 mg g~ nickel were artained in a culture
fncdxum containing 100% of effluent stream supplemented with 1% of glucose, after 6 d of
incubation.

Conclusions: Microbial populations in metal-polluted environments include fungi that have
adfuptcd to otherwise toxic concentrations of heavy metals and have become metal resistant. In
this work, a strain of A. ferreus was successfully used as a metal biosorbent for the treatment of
metallurgical effluents.

Significance and Impact of the Study: A ‘errews UFMG-FO1 was shown to have good

biosarption properties with respect to heavy metals. The low cost and simplicity of this
technique make its use ideal for the treatment of effluents from steel foundries.

INTRODUCTION

Meral accumulation by micro-organisms has reccived much
attention in recent years due to its potential application for
both detoxification and metal recovery from industrial wastes.
The biosorption of heavy metals such as Cu, Zn, Cd, Pb, Fe,
Ni, Ag, Th, Raand U by microbial biomass has been observed

for several microbial species, including filamentous fung such’

as Aspergillus mger, Rhizopus oryzae, Penscillium chrysogenam;
yeasts such as Saccharomyces cerevisiac and Rhodotorula
miuc ilaginosa; algae such as Chlorella vulgarss, and bacteria
such as Bacithus subtilis and Psendomonas aerugmosa {Gomes
et al. 1998). Filamentous fungi may be better suited for this
purpose than other nucrobial groups, because of their high
tolerance towards metals, wall binding capacity, and intracel-
lular metal uptake capabilities. Fungi can accumulate metal by

Correspondence to. C. A, Resa, Depantavsente i Aticrsboingia, ICB, CP
186, Unaverdade Federal de Mimas Geras, Beln Hovizonte, MG, 31 776-901,
Bracel (ool carirosa@omony.ich ufmg br)

physico-chemical and  biological mechanisms  including
extracellular binding by metabolites and polymers, binding
to specific polypeptides, and metabolism-dependent accumu-
favon (Volesky and Holan 1995). Biosourption consists of
accumulation by predominantly metabulism-independent
mteractions, such as adsorptive or ion-exchange processes.
Bioaccumulation is 2 much slower process of metal uptake
than biosorption and may be inhibited by the absence of
nutrients such as glucose, nitrogen and phosphate, the action
of metabolic inhibitors, low temperature, and other environ-
mental factors (Sig e o/ 2001). Fungal bivaccumulation
performs well in companson to sorption on commercial ion-
exchange resins, activated carbon, and metal oxides. The cell-
wall of biomass plays an important role in the sorption of
heavy mctals (Michael and Reeves 1997).

For industrial purposes, the immobilization of the fungal
biomass is essential to maintain microbial cell activity in a toxic
environment, Other advantages of the process based on an
immaobilized biomass include (1) the re-use of hiomass (2) the
use of conventional reaction systems, and (3) the lack of
biomass-liquid scparaton requircuents {Costa and Franga

@ 2002 The Society for AppHed MIronoiogy



19961, Uhe armuaf the present work was to study the removal ol
tonte metals from solutions by a steamn of Asperailius errews
solated trom sludge at a staonless steel mdustral plant

1 terrens UFMG- 01 was chosen as the biosorbent material
because of s metal wlerance and  the relanve lack of
wformation related 1o the sorption abihities of this species
his work was performed with the fungal biomass immobi

lized m polvurethane toam with different porositics and using
chromium, nickel and 1ron as the metals of interest 1o study.

MATERIALS AND METHODS
Micro-organisms

Micro-organisms were isolated from the effluents gencrated
by a steel foundry m the State of Minas Gerais (Brazal),
Aliquots of 0-1 ml of untreated effluent from the foundry
were spread, in triplicate, on Sabouraud agar plates (Oxoid,
Basingstoke, UK). The plates were incubated at 25 + 3°C
tor 5-8 d. Fungi that grew in this medium were selected and
used to inoculate Sabouraud agar media having increasing
levels of effluent solutions contining iron, nickel and
chromium (10-50 mg 1”'). The fungus that demonstrated
the greatest capacity 1o grow in the presence of these metals
was characterized by standard methods (Raper and Fennell
1965; Klich and Pitt 1988) and identificd as Aspergs/lus rerreus
by Fundagio Tropical de Pesquisa André Tosello, Campin-
as-SP (Brazil). This strain was designated as A. terreus
UFMG-F0! and used throughout this study.

- W W W W W W W OWE Wr W W W W W W

Effluent

Effluents generated by a stainless steel foundry in the State
of Minas Gerais (Brazil) were collected from the three
principal process stages performed in the steel plant. Thus,
the residue generated in the chromium coating stage was
identified as effluent 1 (metal conceritrations were 65 mg 1™
for Fe, 49 mg 1™ for Cr and 25 mg I”' for Ni). Effluent 2
refers to a stage in which the steel enters the cher::lical bath
(46 mg 1 for Fe, 47 mg I”' for Cr and 212 mg I”" for Ni).
At this stage, the steel becomes shiny as a consequence of
the chemicals containing nickel and chromium -I:xd.
" Effluent 3 was collected at the final stage (730 mg I for
" Fe, 157 mg 1™ for Cr and 60 mg 1" for Ni). Prior to the
biosorption tests, the effluents were diluted with de:u;n)nd
 water at fatios varying from 1: 100 (efluents 1 and 2) to
1+ 1000 (effluent 3). All effluents had a pH value of 10, and

',igg‘”hiﬁ, colour with a sulphurous smell.

olynire Méﬁi and 57 pores cm™ were obtained
W jgstone Co. 1d. (Tokyo) and tested as carrier, o

D
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support and immobilize the A, rerrens strain. They were used
as supplied, without pre-treatment,

Culture media

Culture media for metal sorption experiments were, 90%
Sabouraud broth plus 10% effluent, 50% Sabouraud broth
plus 50% cffluent, and 1009 of effluent supplemented with
1% of glucose. Nine culture media (CM1 to CMY) were
prepared at concentrations ranging from 50 to 700 mg
Fe ml™", 40-600 mg Cr ml™" and 5-230 mg Ni ml™". The
pH of the culture media were adjusted 1o 45 with NaOH
2 N.

Fungal biomass immobilization

Twenty polyurethane foam units with a pore size of
43 pores em ™! or 20 units with a pore size of 57 pores cm™
were added to 250 ml conical flasks conraining 10 ml of
diluted effluent 1 and either 90 ml of tartarate solution
(ammonium tartarate buffer pH 4-5) or malt extract (10%)
broth supplemented with yeast extract (20%). Each flask was
inoculated with 1 ml of fungal spore suspension and
incubated for seven d at 28 * 3°C on an incubator shaker
(New Brunswick Scientific) at 200 rev min~". The immobi-
lized fungus in polyurethane foam was recovered by filtration
(Whatman paper No. 41). The immobilization efficiency was
determined from the difference between fixed and free
biomass compared to the total biomass. Biomass dry weight
was determined by drying to constant weight in an oven at
70°C (Simon 1991).

Sorption tests

Immobilized fungal biomass (50 mg, dry wt) was added to
100 ml of cach culture medium (CM1 to CM9) in 250 ml
conical flasks. The flasks were agitated (200 rev min™') at
28 + 3°C, for 6 d. The initial pH of the culture medium
was, 45. Control runs were also performed without the
micro-organism. All experiments were performed in
triplicate and results shown are mean values with less
than 5% error. The contents were filtered on 045 pm
Millipore filter membranes and the filtrates were analysed
by flame atomic absorption spectrophotometry (Variao
model AA-475) for residual metal content. The 't_ncml
specific uptake (g in mg g™") was calculated according to
equation 1.

q=[(C, = C)/X] ()
where: q (mg of metal. g of biomass™ ') is the mcml specific
uptake, C, (mg I”') is the initial metal concentration, Cis
the residual metal concentration and X (g 17) is the biomass

i3

concentration.

Jar Appliad Microbiology, Letters in Applied Microbiclogy, 34, 46-50
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Statistical Analysis

The effect of efftuent type and the eifluent dilution on the

specific metal uptake was cvaluated by & two-way factoral

 desgn (Box o ol 1978). The analysis of variance was carried
~ out using the Statgraphics software version 27,

~ RESULTS AND DISCUSSION

Miumvmis;m wolated from industrial processes and
polluted environments with high metal concentranons
_exhibit considerable tolerance to these elements s
m may be due to abiotic factors (pH, temperaure,
® m the environment or growth media) or to the
al and genetic adaptations of the micro arganism
Romero o1 al. 1999). Various micro-organisms have been
ereencd for their heavy mewl sorption capacity, but of
riicular interest are those isolated from the environment
these contaminants are found. In our laboratory, a
isolated from sludge collected at a stainless steel
dry, wdennitied as Aspergellas ferrens, was shown to bind
ently won, nickel, and chromium present i the
pents generated by the same mdu\lry where this strain
isolated
Comparatine data for the immobilization el ik using
ms with two porosities (43 and 37 pores cm ) i two
erent culture media (tartarate and malt extract broth) are
n in Table 1. Mﬁﬂtiﬂn ctherency was stron
cted by the m W“ Immobilization ethel
| from 196 h 92:59% and the highest values were
est matrix porosity independent of the
n used. [‘hu;, the selected matrix opliﬂll‘
chich restramed biomass, and the
of metal 10ns md nutrient

the supy ;
g sclected the Wn mwi: W p&'!lcm
mobilizanon conditions, we ued the ability of the

immobilized fungus to remove iron, chromium and
from mmllumal waste. A u)tll 27 assays was
‘ re m_edium on the
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speitic metal Wﬁ by A terrens The specific metal uptahe
values (g, mg g ') for tron, chromium and nickel are shown
w Fig. | tor cach culture medivm used. Control runs in the
absence of immobihized fungus showed no change in meal
concentrations from the imual o the final stage of 1he
sorprion  experiments,  without any  evidence o metal
precipitation. The specitic metal uptake was found 10 be
dependent on both the on metal concentrations and meal
species. ‘\pocmc mhm ' MI)‘ from
NS wHTm
ad trom 86
shows that the
won e all

w gl
(CMI1 o CMY) and the
was attained wath effluent
h iron concentration o 1h

Etfluent 2 1 Hluent 4

(M4 CM5 CMB
Culture medium

CMICM2CMA

Fig. 1 Speatic meta! upoake values for Aspergelius tervens immobilized
it polyurethane toan v dustral ellluent at different concen-
wations. Mediam composition: CM 1, CMA, CM7 (90% of Sabouraud
broth ¢ 10% ot ctlluent), CM2, CMS, CMB (50% ol Saboursud-
broth + 50% of eftluent), CM3, CM6, CM9 (19 the glucose + 100%
of eflluent) Speaitic metal uptake (mg g ") values were caleulated
according to cquation | from biosorption runs performed in triphicate

(i) Fe, (W) Ny, (0) G

Table 1 lmmobilization efficiency for

Aspergallus terreus UFMG P01 using polyur

S '1"—' ' ) ethane foams with different pore skzes as
7 pmﬂ cmn 1 pores em
o - B lil.i"]‘llll matris

041 o4

(1AL 00

(LR 049
03 (IE 5

196 925

028 900
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culture medium (7125 mg ml ') affected the fungus bio
sorprion efficiency for chromium, which is copsistent with
the competition between the Fe and Cr for the same hinding
site (Sag et al 2001) For all culture media prepared with
effluent 3 (Fe/Cr ratio higher than 5), the Cr binding was
completely inhibited, and all the active binding sites on the
fungus were saturated by Fewns. Low chromium removal
was also observed for culture media prepared with effluent 2
(Fe/Cr rano ligher than 4) The highest values for Cr
uptake were obtained when effluent 1 was used, probably
because of its low nickel concentration and balanced levels of
iron and chromium (Fe/Cr rato close to 1), which may have

T YV vV VvV VY T W W v w v -

restricted the competition of these metals for the same
hinding sites.
| I biosorption results were also analysed statistically
by analysis of vartance of the major cffects (effluent type
and effluent dilution). These factors revealed a significant
B et (P <) 05) on the metal specific uptake by 4 terreus
B (Table 2) The results also demonstrate that the presence
of different metal species at different levels in the culture
medium substanually affected the absorption capacity of
B the immobilized fungus, As a
= removal

metal
fungus  decreased as  the
imtal metal won concentration increased and for Fe/Cr
| ) higher than 1 In agreement with these data,
A terreus UFMG FOL was shown 1o have higher affinity
tor metals present in effluent 1, adsorbing the highest
levels of chromium and iron. This 1s better llustrated in
p e 2, which
percentage (MR percentage

general  trend,

ethaiency  with this

cumulative  metal  removal
100 (€ = Co)/C)| achieved

shows  the

for cach culture medium used
B By comparing data obtained in this work with those
o reported by Sag er al (1996) for Rhzopus arrhizus (51 mg

iron g~ and 124 mg chromium g ') and Cabral (1992) for
B Pscudomonas syrimgae (60 mg mckel g '), the values for
- metal adsorption  capacity obtained with by A,
- UFMG-F0I superior (1645 mg
B ion g, 965 my chromium g ' and 196 mg nickel g i ¢
p Due to its affinity for binding simultaneously 1o a mixture of
~ three heavy metals in solution, this strain of A, terreus can be

lerreus

were  shown to be

-

concentrgtions

- W
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200} /
160 { )

100

Matal removal (%)

50

CM1 CM2 CM3 CM4 CM5 CM6 CM7 CMB CMo
Culture media

Fig. 2 Detoxification of heavy metals from industral wastes by
Aspergillus terrews UFMGFOL immobilized into polyurethane matrix
Dt were caleulated by taking into account the percentage of each
metal removed (rom the culture media (CM1 o CM9). (m) Fe, (1) Ni,
() Cr

considered as a good candidate for application at an
industrial level for removing iron, chromium and nickel.
Such results make feasible the replacement of synthetic
adsorbents for biosorbent in the treatment of industrial
waste. In addition, biosorbent is cheaper than synthetic
resins and can be recycled (Christov e al 1999). Besides
having a high affinity for chromium, nickel and iron,
A terreus is non-pathogenic, quite resistant 1o toxic
conditions found in the effluents and casy to grow,
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" Table 2 Analysis of variance (ANOYA) for specific metal uptake by A. terreus UFMG-FO as a function of effluent type ar different metal

Sum of squares
Degree of

b Source of
variation

o ffluent type 2

freedom Ni Cr Fe ‘ Ni

240176 10087 2042°5

120088

7 Dilution 2 998847 4175 56001 499424

!}(cwluc 22 154026 K369 66391 001
Total 26 1393050 22631 J2881 6

Mean square

Calculated F Level of significance

Cr Fe Ni Cr Fe Ni Cr Fe

S04 103212 170 132 342 00000%  00002*  0:0000*

2087 28000 7013 85 93 00000% 00117 000]12*
380 5018

*Significant ar the 5% level of probability

e

-" e
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Abstract

Metal uptake performance of four species (Aspergilus terreus UFMG-F01, Mycelia sterila
UFMG-02, Aspegilus Niger UFMG-FO3 and Phoma sp UFMG-F04) from sludge
generated by steel foundry was studied using aqueous solutions containing Cr (VI) , Fe
(111) and cu (I1) ions. All fungi showed ability to Bing the test metals although at different
ranger, Maximal metal uptake values for each fungus were 100 mg.g iron, 78 mg.g
chromium and 42 mg.g nickel for Mycelia Sterila UFMG802; 30 mg.g iron, 88 mg.g
chromium and 45 mg.g nickel for A. niger UFMG-FO3 and 52 mg.g iron, 98 mg.g
chromium and 78 mg.g nickel for Phoma sp UFMG-F04. Aspergillus terreus UFMG-F01
was selected as a potential fungus strain to be used in the treatment of effluent containing
heavy metals. In addition, it also showed to adsorb all the three metals at higher amounts

than previously reported.

Key words: Fungi, biosorotion, bioaccumulation, heavy metals.

Introduction

Heavy metals are discharged in aquatic and terrestrial atmospheres by metallurgical
industries abd can reach high concentrations in the atmosphere. Among these,
hexavalent chromium and nixkel are the most seriuns contamination concerns because
of their toxicity and ability to Bing human cells constituents, in addition to their carcinogec
and mutagenic properties (Gadd and White, 1993). Many studies have shown that
microbes have potential to bing and concentrate heavy metals from aqueous
environments (Goyal, 2003) following twobasic mechanisms: (1) biosorpyion (adsorption)
of metal ions onto microorganism surfaces (2) bioaccumulation, which requires living
organisms and is cell metabolism dependent (Volesky, 1990, Sa and Kutsal, 2000). Of

these microorganisms, filamentous fungi have been shown to Bing efficient a variety of
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metal ions from aqueus solutions and is considered to be an alternative method to trat
metallurgical effluents (Kapoor and Viraraghavan, 1995).

Biosorption of heavy metals (Cu, Zn, Cd, Fe, Ni, Cr, Ag, Th, Ra and U) by fungi
biomass have been observed to follow several mechanisms, including complexation, ion
exchange, adsorption, chelating, precipitation, metal transformation and intracellular
metabolism (Pethkar et Al. 2001) and are dependent on several process parameters such
as pH, metal ion specie, biomass concentration, biomass pre-treatment (physical or
chemical) presence of different Viraraghavan, 1995).

Various fungi have been screned for their heavy metal sortion capacity, but of
particular interest are those isolated from the environment where these contaminantis are
found. Fungi isolated from industrial processes and polluted environments with high metal
concetrations exhibit considerable tolerance to these elements. This tolerance may be
due to biotic factors (pH, temperature, nutrients in the environment or growth media) or
to the physiological and genetic adaptations of the microorganism (Romero et al. 1999).

In this work, we reported the comparative performance of four species of filamentous
fungi isolated drom sludge collected at a stainless steel foundry with respect to Bing iron,
nickel, and chromium. Major factors affecting the viosorption of these metals by these

strains were also discussed.

2. Material and Methods

2.1 Fungi strains

Fungi were isolated from the effluents generated by a steel foundry in the State of
Minas Gerais (Brazil). Aliquots of 0.1 ml of untreated effluent from the foundry were
spread, in triplicate, on Sabouraud agar plates (Oxoid, Basingstoke, UK). The plates were
incunated at 28° +- 3°C for 5-° days. Fungi that grew in this medium were selected and
used to inoculate Sabouraud agar containing increasing levels of effluent solutions
containing iron, nickel and chromium (10 to 50 mg.l) . Fungi that demonstrated capacity
to adsorb those metals were characterized by standard methods (klich and pitt, 1988,
raper et al. 1965) and identified as Aspergillus terreus, Mycelia sterila, Aspergillus niger,
Phoma sp. By institute of Botany of the Secretary of Agriculture, Sdo Paulo, SP (Brazil).
These strains were designated as: A. terreus UFMG-FO01, M.sterila UFMG-F02, A. niger
UFMG-F03 and phoma sp. UFMG-F04.
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2.3. Metal Solutions

Single metal solutions of chromium (K2Cr207), nickel (Ni So04.6H20) and iron
(Fe203) were prepared in distilled water, at initial concentrations varying from ° to
200 mg.mlt. There synthetic solutions were added to the Sabouraund broth to

perform experiments.

2.3.1. Sorption tests

Fungi strains were initially cultivated on modified Sabouraud agar (0.5% yeast
extract, 1% peptone, 2% glucose and 2% agar) at pH of 6.5, following by incubation for
six days at 30°C. After this, 2 mg (dwt) of fungus biomass ( five spheres having around 7
mm of diameter) was added to the 250 ml conical flasks containing 50 ml of Sabouraud
broth and 10 ml of solution (Fe, Cr and Ni). Each flask was incubated for seven days at
25+30°C on a reciprocating shaker ( New Brunswick Scientific) at 200
oscilations.min. The initial pH of the culture medium was 4.5. All test were perfomed in
triplicates together with their respective controls Control runs were also performed without
the microorganism. The flask contents were filered on 0.45 um Millipore filter membranes
and the filtrates were analyzed by flame atomic absorption spectrophotometry ( Varian
model Aa-475) for residual metal content. The biomass dry weight was determined by
frying to constant weight in an oven at 70°C (Simon, 1991). The metal specific uptake (q

in mg g') was calculated according to the expression:

gq=Co-C.v

Where: g (mg of metal. G of biomass) is the metal specific uptake, C° (mg.12) is the initial
metal concentration, C is the residual metal concentration, V is volume total and X (g.1%)

is the biomass concentration.
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3. Resullts

All tested filamentous fungi grew well and removed metals frown aqueous solutions
containing chromium, nickel and iron. Each fungus had different equilibrium loading
capacity due to their distinct characteristics wall, pH, temperature and metal toxicity
(Gomes and Linardi, 1996). The equilibrium concetrations were different for each of the
four tested strains and dependend on the specificity of each strain for each metal ion, as
presented in Figures 1A to 1D.

Figure 1A shows the metal bioaccumulation (chromium, nickel and iron) when A.
terreus UFMG-FO01 was used. The metal uptake values ranged from 5.0 to 78.0 mg Cr.g*
biomass and 6.0 to 100.0 mg fe.g* biomass. The highest capacity to Bing ion was found
at metal solution containing 150 mg Fe.ml*. These results indicate that A. terreus UFMG-
.FO1 had higher specificity gor the metal iron than nickel and chromium.

The bioaccumulation for chromium, nickel and iron by Mycelia sterila UFMG-02 is
displayed in Figure 1B. Uptake capacities for each metal ranged from 6.0 to 101.0 mg
Cr.g* biomass, 2,0 to 42.0 mg Ni.g* biomass and 4.0 to 72.0 mg Fe.g! biomass. This
strain showed higher specificity for chromium and iron tha for nickel.

Figure 1D shows the bioaccumulation of chromium, nickel and iron, when phoma sp
UFMG-F04 was used. Uptake metal capacity ranged from 4.0 to 98.0 mg.g* biomass for
iron. Phoma sp UFMG-F05 showed higher specificity for chromium and nickel than for

iron.

3. Discussion

In the present work a preliminary study on the removal of heavy metal in aqueus
solution by live biomass from four isolated fungi filamentous was performed. The
specificity mechanism for filamentous fungi to bing some heavy metals are well and may
be exemplified by the saturation of free sites on the cellular membrane, as was previously
demonstrated by Aloysius et al. (1999) with biomass alive of Rhizopus oligosporus in
aqueous metal solution containing cadmium.

The results obtained here showed that in all tested strains an increase on the initial
metal concentration also increased the binging biomass capacity for the metal specie up
to the saturation point of the specific fungus free sites for this metal. Therefore, the metal

removal from aqueous slutions depends on chemical mechanisms invoving metal ion
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interactions associated wth the specific groups present on the fungus cellular wall (Bai
and Abraham, 2002)

The biosorption equilibrium can only occur when the saturation of the specific free
sites on the cell surface isreached. For this to take place several factors are involved such
ss specific surface properties of the microsgasnim and the physicochemical, parameterns
of the solution such as temperature, pH, imitial pollutant concentration and biomass
concentration. The combined effects on two or more componetns wii interfere on the
microorganism biosorotion capacity ( Aksum et al, 1999) since the mechanism and the
kinetics of heavy metal species bisorption on the fungal bomass also depend on the
experimental conditions particularly on ,medium pH and heavy metal ions concentration
(Ridvan et al, 2001).

In this way, it was verified that particularities exit from one to another fungus strain;
each fungus species possesses differentiated free sites, which will favor the binding of
just some metals depending on the experimental conditions. Besides these important
factors, the capacity of internal metal concentration is also significant parameter in these
experiments m since fungi can only accumulate metals , including those, which are
essential, e.g. K, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe, Co, Mn, and those with no essencial biological
function e.g. Cs, Pb, Al, Sn, Hg, Cr, Ni (Young & Banks, 1998).

Microrganisms can accumulate both metal types ( essential and monessential). When
fungus bing on non-essential metals physical interactions and non-specific chemical
nindings are involved since the metabolism of these ions will be minimum in order to
avoud cells toxicity. On the other hand, when essential metals are involved there are
binging onn the surfaces and metabolism at higher level since the internal concentration
of these metals will be largest, limitin in this way the toxicity for these metals. This factor
together with others defines the binding capacity of the fungi biomass for heavy metals
(Young & Banks, 1998).

The biosorptoon test showed in all cases a chemical, equilibrated and saturable
merchanism, Which reflected the predominantly site- specific mechanism on the cell
surface. Among all tested fungus strains the highest capacity for boaccumulating and
adsorbing chromium were: Phoma-sp UGMG-F04, Mycelia sterila UFMG-F02 and A,
niger UFMG-FO03, for adsorbing nickel were A. terreus UFMG-F01 and phomasp UFMG-

FO4 , for bioacculation iron was A. terreus UFMG-FO01.
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Figure Captions
Figure 1 Bioccumulation for chromium, nickel and iron by four strains of filamentous fungi

A= Aspergillus terreus UFMG-F01, B= A Mycelia sterila UFMG-02, C= Aspergillus niger
UFMG-F03, D= Phoma sp. UFMG-F04.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade da biomassa morta de Aspergillus
terreus UFMG-FOQ1, imobilizada em alumina e alginato, de remover cromo, niquel e ferro
de solug@es sintéticas e efluentes industriais. Os testes de bissor¢do mostraram que o
fungo teve maior especificidade pelo elemento cromo quando imobilizado com alumina
e com alginato mostra especificidade pelo ferro. Os resultados obtidos em solucdes
sintéticas e no influente com alumina foram: remocéo de 94% de cromo, 68% niquel e
87% de ferro em solucdes sintéticas, remocao 70% de cromo, 48% de niquel e 87% de
ferro em efluente industrial, pds resultados com alginato foram: remocéo de 67% de
cromo, 60% de niquel e 83% de ferro em solucdes sintéticas, remoc¢ao 32% de cromo,
20% de niquel e 58% de ferro em efluente siderurgico. No efluente industrial a biossorcao
dos metais foi menor provavelmente devido a presenca de varios tipos de metais que
dificultam as ligacbes do metal a biomassa. Quando comparado os resultados da
imobilizacdo da biomassa em alumina com alginato, estes mostraram que o fungo
imobilizado no primeiro suporte obteve os melhores resultados. Aspergillus terreus
UFMG-FO01 imobilizado em alumina foi um bom biossorvente de cromo, niquel e ferro

tanto em solugdes sintéticas quanto em efluentes industriais.

Palavra-chave: Fungos, biossor¢éo alumina, alginato, metais pesados, imobilizacao.
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1. Introducao

Biossorcdo de metais pesados em solucdes aquosas pode ser considerado uma
tecnologia alternativa no tratamento de efluentes siderurgicos. A capacidade de
biossorver metais pode ser influenciada por varios fatores, tais como, pH, ions fortes,
presenca simultdnea de varios metais, natureza organica e inorganica dos ligantes
presentes na solucdo (Pagnanelli et al. 2003). Fungos sdo organismos importantes na
biossorcdo e tém sido largamente utilizados na industria de bioconversdo e
biodegradacdo de compostos poluentes presentes em efluentes (Arica et al.2003) A
biomassa de fungos do géneros Penicilium, Aspergillus , Rhizopus, Mucor e
Thichoderma podem remover metais pesados de solu¢bes aquosas , podendo ser
utilizada de células mortas oferece maiores vantagens , pois o sistema nao fica sujeito a
limitagcOes de toxicidade dos metais, ndo requer nutrientes para o crescimento e pode
ser reutilizado facilmente (Fu & Viraraghavan, 2002) . A biomassa imobilizada possibilita,
alta concentracdo de células e facilidade de manuseio em biorreator (Freman & Lilly,
1998)

A alumina é um polimero muito utilizado na industria quimica, sendo um 6timo
suporte coloidal devido a resisténcia e porosidade apresentadas nos processos de
imobilizacdo (Mercier et al. 2002). A utilizacdo de suportes como a alumina, capaz de
imobilizar biomassa microbiana permite aumentar o empo de permanéncia no interior de
biorreator favorecendo operacdes continuas, sistemas estaveis e elevada eficiéncia para
degradacédo de poluentes 9 Ortega et al. 2001). O objetivo deste trabalho foi comparar a
capacidade do fungo Aspergillus terreus UFMG-F0O1 imobilizado em alumina e alginato

em remover metais pesados de solucdes sintéticas e efluentes.
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2. Matérias e Métodos

2.1 Biomassa

Foi utilizada biomassa fungica inativa de Aspergillus terreus UFMG-FO01.
Este fungo foi isolado dos tanques de tratamento da siderurgica, e mantido el laboratério
em agar de Sabouraud (Dias et al. 2002).

2.2 Solucdes sintéticas

Foram utilizadas solugfes sintéticas de cromo (k2Cr207), niquel ( Ni SO4 6H20) e ferro
(Fez203). As solucdes foram preparadas em agua destiladas e a concentracao inicial de
metais variou de 48 a 197 mg/l. Estas solucdes sintéticas foram adicionadas no caldo
Sabouraud para os experimentos de biossorcao.

2.3. Efluentes

O efluente utilizado foi diluido numa proporcdo 1;100 e adicionado no caldo
Sabouraud. A concentracdo de metais pesados utilizados em cada 1ml de efluente
diluido foi 70 mg/l para ferro, 60gl/l para cromo e 25mg/l para niquel

2.4. Preparacao da biomassa para imobilizacéo

- Fungo morto:

Os fungos foram crescidos em caldo Sabouraud. Apds o crescimento, os fungos
foram filtrados e a biomassa foi seca “pr 24 horas. A biomassa seca foi moida em gral e
homogeneizada em um Ultra turax. Foram utilizadas 60mg de biomassa seca para a
imobilizagdo em 10 mg de laumina, todos os experimentos foram realizados com o fungo

morto, duplicata.

- Sol Aluminio:

Para a preparacgéo das esferas de alumina via transformacéo sol-gel foi feito o sol de
aluminio, que € uma dispenséo coloidal constituida de na no particulas de um éxido de
aluminio dispersas em um meio aquoso acido. Durante o Processo Sol-Gel, o sol é

precipitado através da reacdo com hidroxido de amoénio, formando inicialmente um
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aglomerado gelatinoso de hidroxido de amdnio, formando inicialmente um aglomerado
gelatinoso de hidroxido de aluminio hidratado, que apds seco a uma temperatura entre
333 e 353° Kelvin é exposto ao ar, transformando-se em um tipo de alumina hidratada
sélida, com boa resisténcia mecéanica & compressao. Foi utilizado neste experimento 100
mg de solucao de aluminio e 72,0 mg alcool polivinilico (PVA) (HOECHST). O PVA é um
polimero proveniente do mondmero acetato de vigila de forma de alcool polivinilico. Este
composto é importante na imolbizagéo, pois ajuda o gotejamento das colunas a fim de
favorecer p impacto com a solucdo amoniacal devido a natureza elastica do PVA. Foi
também utilizado 21 mg de etanoOl, sendo que este atua como estabilizador da solu¢ao,
impedindo a precipitagao de alguns componentes da solugdo amoniacal 5M e duas com
agua destilada. As esperas foram mantidas em solu¢cdo amonical 5M. A Ultima etapa foi
a secagem, onde as esferas foram lavadas por cinco vezes em agua destilada e depois

foram secas na estufa a 40°C por 24 horas.

2.5 Imobilizacdo em alginato

Para obtencdo da suspensao polimérica 2,0 g de alginato de “sédio (Sigma), foram
adicionados a 80ml de agua destilada. Apds esperizacdo a 121°C por 15 min, a
suspensao foi adicionada aliquotas de 20 ml das suspensdes celulares (1,2 g massa de
células secas/frasco), e homogeneizadas por agitacao.

As suspensdes obtidas foram estruturadas, com o auxilio de uma seringa
hipodérmica de vidro com agulha de 1 mm de didmetro interno, em 200 ml de solucéo
de CaCi0,2 M sendo obtidas aproximadamente 70g de capsulas (peso Umido). As
capsulas obtidas foram mantidas imersas em solucdo gelificante a temperatura
ambiente, por periodo de 10 min, e entdo lavadas com agua destilada estéril para

remocao do excesso da solucéo gelificante (Heibuth, 2002).
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2.6 — Testes de biossorcdo com esferas de alumina e alginato em solucdes

sintéticas e efluentes

Os fungos foram testados quanto a capacidade remover metais de solucdes sintéticas.
Foi padronizado, 100mg de biomassa imobilizada em alumina e alginato no caldo
Sabouraud com guantidade crescentes (1ml a 4ml) de sais metalicos (cromo, niquel e
ferro) Estes foram colocados no snaker por dois dias, eo ph variou de 4 a 6. Logo apés
os fungos foram filtrados, e o sobrenadante cevado para analise de absorcdo atémica.
Apés dois dias sob agitacdo a temperatura ambiente, o contetdo dos frascos foi filtrado
e as concentracbes residuais de ions metalicos determinadas através de
espectrofotometria de absorcdo atdbmica. A quantidade de espécie sequestrada

(lon metalico) pelo adsorvente foi determinada pela diferenca entre a concentracéo de
metais em solugdes antes (concentracéo inicial — Ci) e depois (concentracéo final Cf) da
exposicdo do biossorvente, através da equacao 1:

q=V(Ci-Cf)




53

3. Resultados e Discussao

Os resultados dos experimento utilizando o fungo imobilizado em alumina em solucdes
contendo cada metal separadamente estdo apresentados na tabela 1. Os resultados
mostraram que o fungo possui maior especificidade por ferro e cromo, pois removeu
estes metais em maior quantidade, e teve menor afinidade pelo niquel. Isto pode ter
ocorrido devido ao pH. O niquel é melhor adsorvido em pH mais alto, pois possui baixa
solubilidade e tém sido relatado a sua hidrolise metal nos processos de biossorcao
(Kadirvelu et al. 2002). Os experimentos de metais cromo e ferro sdo bem adsorvidos
nesta faixa de pH de 2,0 a 4,0. Os metais cromo e ferro sao bem adsorvidos nesta faixa
de pH por estarem sollveis, sendo entdo mais facil sua remoc¢éo pela biomassa fangica.
A tabela 2 mostra que a capacidade de biossorcao do fungo Aspergillus terreus UFMG-
FO1 imobilizado em alumina em solucdes sintéticas contendo os trés metais diminui
devido a competicdo dos metais pelos sitios livres.

A tabela 3 mostra que os fungos biossorveram menor quantidade de metal
guando comparado com os experimento realizado com solucdes sintéticas. Isto pode ser
devido ao fato de ocorrer menor competicdo por sitios ligantes na superficie da parede
celular fungica e ser minimo o numero de interferentes no meio utilizado. Nos
experimentos com alginato, os resultados (Tabelas 4 e 5) mostram que a biomassa
fungica imobilizada foi capaz de biossorver menor quantidade de metais em solucfes
sintéticas e em efluentes siderargicos quando comparado com o suporte alumina. No
entanto, a biomassa imobilizada em alginato apresentou maior capacidade de remover
o elemento ferro. Também foi mostrada que nos testes de biossor¢cdo com a biomassa
fungica imobilizada em alginato, tanto em solu¢des de metais separadas quanto em
solugdes contendo os trés metais, esta possui menor capacidade de remog¢éo de metais
guando comparada com os resultados utilizando alumina como suporte. A tabela 6
mostra que a biossor¢cado de metais, a partir de efluente industrial, utilizando o alginato
como suporte a biossorcdo foi baixa devido a pouca resisténcia deste suporte a
composicao do efluente.

Segundo Zouboulis et al. (2003), a presem¢a de outros metais na solucao
pode interferir na biossorcao devido a sitios ligantes similares e a quantidade de grupos
com amina, carboxilas e fosfato existentes. Os resultados obtidos com solucdes

sintéticas com alginato foram melhores pela baixa presenca de interferentes e porque a
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competicdo pelos sitios ligantes € menor quando comparados com a constituicao
complexa de um efluente. Mesmo diminuindo a capacidade de biossorc¢éo a afinidade da
biomassa fungica imobilizada em alginato continua sendo pelos elementos cromo e ferro.

Devido a presenca simultanea de diferentes metais no ambiente tém-se
observado que o processo de biossorcao apresenta influéncia significativa na eficiéncia
do processo. Isto tém levado ao estudo dos fatores que influenciam a biossorcao dos
diferentes metais em solucfes sintéticas, ja que nos efluentes, sempre se encontram
misturas de metais e diversos interferentes (Zouboulis et al. 2003). Na imobilizacdo da
biomassa fungica com o suporte alumina foi visto que este apresenta resisténcia e
porosidade controlada, o que torna a biossor¢cao dos metais pela biomassa fungica morta
mais estavel e facil manuseio. Além destas vantagens, o suporte nao interfere na
biossorcdo dos metais pela biomassa imobilizada. A capacidade da biomassa fangica de
Aspergillus terreus UFMG-F01 imobilizada em alumina em remover metais € promissora,

podendo ser uma alternativa para tratamento de efluentes industriais.
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TABELA 1. Capacidade de remover metais pesados em mg/g de Aspergillus terreus

UFMG-F01 imobilizado em alumina em solucfes sintéticas separadas de ferro, niquel e

cromo.
Concentracdes Q*
Metélicas Ferro Niquel Cromo
Iml 42 33 45
2ml 90 75 91
3ml 137 80 122
4ml 160 95 182

1ml: 48mg/l de metal, 2ml: 97 mg/l de metal, 3ml: 148mg/l de metal, 4ml: 197mg/l de metal

*q = capacidade de remover metais em mg/g de biomassa

TABELA 2. Capacidade de remover metais pesados em mg/g de Aspergillus terreus

UFMG-FO1 imobilizado em alumina em solucéo sintética constituida de ferro, niquel e

cromo.
Concentracdes Q*
Metélicas Ferro + Niquel + Cromo
1mi 120
2ml 198
3ml 370
4ml 489

1ml: 48mg/l de metal, 2ml: 97 mg/l de metal, 3ml: 148mg/l de metal, 4ml: 197mg/l de metal

*q = capacidade de remover metais em mg/g de biomassa
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TABELA 3. Capacidade de remover metais pesados em mg/g de Aspergillus terreus

UFMG-F01 imobilizado em alumina em efluentes contendo ferro, niquel e cromo.

Concentracdes Q*

Metalicas Ferro Niquel Cromo
1mi 61 12 42

2ml 116 18 96

3ml 158 23 132
aml 200 29 187

1ml: 48mg/l de metal, 2ml: 97 mg/l de metal, 3ml: 148mg/l de metal, 4ml: 197mg/l de metal

*q = capacidade de remover metais em mg/g de biomassa

TABELA 4. Capacidade de remover metais pesados em mg/g de Aspergillus terreus

UFMG-FO01 imobilizado em alginato em solucdes sintéticas separadas de ferro, niquel e

cromo.
Concentragdes Q*
Metalicas Ferro Niquel Cromo
Iml 40 29 32
2mi 95 46 77
3ml 114 68 96
4ml 139 82 118

1ml: 48mg/l de metal, 2ml: 97 mg/l de metal, 3ml: 148mg/l de metal, 4ml: 197mg/l de metal

*q = capacidade de remover metais em mg/g de biomassa

TABELA 5. Capacidade de remover metais pesados em mg/g de Aspergillus terreus

UFMG-FO01 imobilizado em alginato em solu¢des sintéticas constituidas de ferro, niquel

e cromo.
Concentracdes Q*
Metalicas Ferro + Niquel + Cromo
Iml 92
2ml 119
3ml 261
4ml 317

1ml: 48mg/l de metal, 2ml: 97 mg/l de metal, 3ml: 148mg/l de metal, 4ml: 197mg/lI de metal

*q = capacidade de remover metais em mg/g de biomassa
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TABELA 6. Capacidade de remover metais pesados em mg/g de Aspergillus terreus

UFMG-F01 imobilizado em alginato em efluentes contendo ferro, niquel e cromo.

Concentracdes Q*

Metalicas Ferro Niquel Cromo
1ml 41 5 22

2ml 64 11 41

3ml 95 19 53

ami 137 24 69

1ml: 48mg/l de metal, 2ml: 97 mg/l de metal, 3ml: 148mg/l de metal, 4ml: 197mg/l de metal

*q = capacidade de remover metais em mg/g de biomassa
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5. DISCUSSAO

A biossorcdo de metais pesados por fungos filamentosos é um processo
alternativo e viavel, devido a constituicdo da parede celular, e a facilidade de se obter
biomassa fungica. Os fungos possuem sitios especificos para metais pesados. Isto €
importante devido a constituicdo diferenciada de metais que existe nos efluentes
siderargicos. O mecanismo de especificidade dos fungos filamentosos por alguns metais
pesados € conhecido na literatura e exemplificado através da saturacdo dos sitios livres
na membrana celular de Rhizopus Oligosporus em solugdo aguosa de metais com
cadmio (ALOYSIUS et al. 1999). Os autores mostraram que para a linhagem fungica
estudada, o aumento da concentracédo inicial de metais no meio de cultura aumento a
capacidade de ligacdo da biomassa aos metais até o ponto de saturacéo dos sitios livres
especificos para cada metal. O equilibrio de biossorcdo sé ocorre quando ha saturacéo
dos sitios livres especificos para cada metal. O equilibrio de biossor¢ao sé ocorre quando
ha saturacdo dos sitios livres especificos da superficie da célula. O mecanismo e a
cinética de espécies metalicas depende da biomassa fungica da célula. O mecanismo e
a cinética de espécies metélicas depende da biomassa fungica e de condi¢des
experimentais particulares como meio de cultura, pH, grupos anidénicos presentes na
superficie das células e permeabilidade da parede celular e o metabolismo de alguns
metais pesados (SAY et al. 2001), ocorrendo particularidades de uma linhagem fungica
em relacdo a outra. Cada espécie flngica possui sitios livres diferenciados que véao
favorecer as ligacdes de apenas alguns metais dependendo também de condicbes
experimentais (NOURBAKHSH et al. 2002).

Além destes fatores, a capacidade de concentracdo interna dos metais
também é uma caracteristica importante para a ligacao dos metais a biomassa. Os
fungos sO podem biossorver metais em concentragcdes que nao sejam toxicas a seu
crescimento. Existem metais essenciais as fungdes biolégicas como K, Ca, Mg, Cu, Zn,
Fe, Co, Mn e outros que nédo sao essenciais como Cs, Cd, Pb, Al, Sn, Cr, Ni.
Microrganismos podem biossorver os dois tipos de metais essenciais e ndo essenciais,
entretanto a toxidade dos elementos ndo essenciais € maior em relacdo aos elementos
essenciais, pois € mais comum interacdes fisico-quimicas néo especificas (YOUNG &
BANKS, 1998). O metal essencial ao desenvolvimento do microrganismo pode ser

removido numa quantidade maior, pois sua concentracdo interna nao leva a toxicidade
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pelos mesmo. Este fator junto aos demais estudados é que definem a capacidade de
ligacdo da biomassa flungica aos metais pesados (SAY et al. 2001).

Entre os fungos testados, aqueles que demonstraram maior capacidade para
bioacumular e adsorver cromo foram: Phoma sp. UFMG-04, a linhagem Mycelia sterila
UFMG-02 eo A. niger UFMG-03; para adsorver niquel foram A. terreus UFMG-01. Os
fungos filamentosos mostraram capacidade de ligacdes aos metais em escalas
diferenciadas e os melhores resultados foram obtidos com o A. terreus UFMG-FOL1.

Nos experimentos com os fungos filamentosos foi mostrada a importancia de
se imobilizar a biomassa mortas ou viva, pois este processo protege a biomassa dos
efeitos téxicos do meio, facilita a separacdo da biomassa imobilizada do meio liquido,
torna o custo do processo menos oneroso e facilita a biossor¢do (BAI & ABRAHAM,
2003). O suporte utilizado ndo pode mudar as caracteristicas da biomassa, e nem ter
baixa resisténcia em ambientes toxicos, pois pode prejudicar a capacidade da biomassa
de remover metais pesados (BAl & ABRAHAM, 2003).

O fungo Aspergillus terreus UFMG-FO1 vivo e morto foi imobilizado em
poliuretano, alginato e alumina, e testado quanto a sua capacidade de biossorver metais
pesados em solucdes sintéticas e efluentes sidertrgicos. O fungo foi um 6timo
biossorvente dos trés metais pesados: cromo, niquel e ferro. A linhagem de Aspergillus
terreus UFMG-FO1 teve alta capacidade de biossorver em ambas preparacfes da
biomassa, imobilizada ou n&o, devendo ser considerado um bom biossorvente para
tratamento de efluentes.

Como descrito por DIAS et al. (2002), o A. terreus UFMG-FO1 teve grande
afinidade aos metais pesados (Cr, Ni e Fe) tanto na forma livre como na imobilizada. Na
imobilizacdo com o poliuretano o fungo vivo teve grande adesdo ao suporte. O
poliuretano apresentou resisténcia as condi¢des tdxicas do efluente industrial utilizado,
além de manter o microrganismo vivo no interior do suporte. A biomassa fangica
imobilizada neste suporte foi capaz de biossorver os metais cromo, niquel e ferro a partir
de efluentes siderurgicos. Quando foi testada a biomassa imobilizada em alginato, os
resultados mostraram que o fungo adsorveu os metais a partir de solugdes sintéticas do
que do efluente siderurgico. A biomassa imobilizada em alginato ndo apresentou
resisténcia quando exposta ao efluente siderargico pois as esferas perderam a forma e
a biossorcéo ficou reduzida para todos os metais, quando comparado com 0s outros

suportes utilizados.
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O suporte alumina apresentou resisténcia as condi¢gdes toxicas do efluente
nao perdendo a forma de esfera, porosidade e alteragdes na capacidade de biossorcéo
dos metais. Isto pode ser devido a capacidade do suporte de n&o influenciar na
composicdo dos sitios da biomassa fungica e com isto facilitar a remocdo de metais
pesados.

Entre os suportes testados ficou demostrado que o suporte alumina
apresentou melhores condi¢cGes para os testes de biossor¢do com biomassa morta. Os
melhores resultados para biossor¢cdo de metais utilizando biomassa viva foram obtidos
com o suporte poliuretano, pois este ndo impede o crescimento de células fungicas
guando comparado a outros fungos filamentosos utilizados neste trabalho o A. terreus
demostrou possuir um potencial maior para o tratamento de efluentes siderargicos. Os
resultados deste estudo indicam a possibilidade de tratamento de efluentes industriais

utilizando fungos filamentosos.
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6. CONCLUSOES

Dos quinze fungos isolados dos tanques dos efluentes siderudrgicos, nove foram capazes
de remover 0s metais pesados, cromo, ferro e niquel de solucdes sintéticas e efluentes

siderurgicos.

As linhagens Aspergillus terreus UFMG-FO01, Mycelia sterila UFMG-F02, Aspergillus
niger UFMG-F03 e Phoma sp UFMG-F04 apresentaram a maior capacidade de remocéao

dos metais pesados estudados.

As melhores condi¢des cinéticas para a remocao dos meais estudados nos testes de
biossorcéo pela biomassa fangica, viva ou morta, dos quatro fungos selecionados, foram:

pH 4,0, concentracédo de metais de 50 a 400 mg e temperatura de 35°c.

A biomassa de A. terreus UFMG-FO01, viva ou morta, e ndo imobilizada, foi capaz de
biossorver os trés metais estudados, tendo maior afinidade pelos elementos cromo e

ferro.

A biomassa viva de A. terreus UFMG-F01, aderiu eficientemente ao suporte poliuretano

e mostrou maior afinidade pelos metais cromo e ferro presentes no efluente siderurgico.

A biomassa fungica morta de A. terreus UFMG-F01, imobilizada em alumina, apresentou
os melhores resultados para remocdo de metais de solucdo sintética e efluente
sideruargico. Isto pode ser devido a resisténcia do suporte as condi¢cdes adversas do
efluente industrial utilizado, e também por este suporte apresentar esferas com
porosidade controlada e n&o interferir com os sitios de ligacdo dos metais presentes na

biomassa fungica.

A técnica sol-gel utilizada para imobilizar a biomassa morta da linhagem A. terreus
UFMG-F01, foi eficiente no presente estudo podendo, portanto, ser usada em

experimentos de imobilizacdo de biomassa para a biossor¢cédo de metais.

A biossorcdo de metais pela biomassa fungica de A. terreus UFMG-FO1 a partir de

solucdes sintéticas foi maior do que aquela obtida a partir de efluentes siderurgicos,
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provavelmente devido a menor complexidade destas solugdes e facilidade no controle

das condic¢des ideais para o processo de remocdo de metais.

A biomassa fangica morta de A. terreus UFMG-FO01 imobilizada em alginato teve menor
capacidade de biossorcado dos metais pesados estudados, quando comparada com 0s
suportes de alumina e poliuretano, No suporte alginato, a biomassa fungica teve maior
afinidade ao ferro nos testes de biossorcdo em solucdes sintéticas e efluentes

siderurgicos.

A biomassa de a. terreus UFMG-FO01 imobilizada em alumina mostrou ser um excelente
biossorvente de cromo, ferro, niquel com potencial aplicacdo biotecnologica no

tratamento de efluentes sideruargicos.
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