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1. Resumo

O aumento das atividades de mineragdo e industriais tem intensificado os
problemas de poluicdo ambiental em ambientes aquéaticos em varias partes do mundo,
com 0 acumulo de muitos poluentes, tais como os metais pesados e alguns metaldides,
dentre estes o arsénio, um metaldide carcinogénico. Os métodos existentes para
tratamento de efluentes contaminados com arsénio em baixas concentragdes (< 0,01
mg/L) séo caros e ineficientes, por isso tem-se tentado desenvolver métodos alternativos
de remocdo deste metaldide por meio de adsorcdo ou biossor¢do. Tendo em vista o
exposto acima, 0 objetivo deste trabalho € estudar a diversidade de leveduras e fungos
filamentosos presentes na regido do Cérrego da Mina (Nova Lima/MG) contaminado
com arsénio e usar estes microrganismos como biossorventes, na forma de células livres
e imobilizadas em esferas macroporosas de alumina com carvao ativado. Foram
coletadas trimestralmente no periodo de julho de 2007 a julho de 2008, trés amostras de
500 mL de agua por ponto, sendo os pontos 1 e 2 parte do sistema de tratamento de
efluentes no interior da mineradora AngloGold Ashanti e 0 ponto 3 no Cérrego da
Mina, todos estes em Nova Lima (MG) , perfazendo um total de 36 amostras. A partir
dessas amostras foram identificados os seguintes géneros de leveduras: Hanseniaspora,
Candida, Acremonium, Pichia, Rhodotorula, Aureobasidium, Geotrichum,
Rhodosporidium, Issatchenkia, Kodamaea, Trichosporon e Cryptococcus. As leveduras
ascomiceéticas foram mais frequentemente isoladas neste trabalho em todos os pontos e
em todas as coletas. Os géneros identificados de fungos filamentosos foram
Paraconiothyrium,  Curvularia, Fusarium, Cladosporium,  Plectosphaerella,
Leptosphaeria, Penicillium, Hypocrea, Alternaria, Microsphaeropsis, Epicoccum,
Stemphylium, Rhizomucor, Neurospora, Amylomyces, Aspergillus, Pestalotiopsis,
Cochliobolus, Mucor, Cylindrocladiella, Bionectria, Phaeosphaeria, Microdochium,
Phoma, Discostroma, Daldinia e Bipolaris. Além disso, alguns isolados foram
identificados pela ordem como Pleosporales sp. e pela classe como Dothideomycetes
sp. A maioria dos isolados de leveduras avaliadas quanto a tolerancia ao As(V) no
presente trabalho apresentaram o limite de tolerancia acima de 50 mM de As (V). Por
outro lado, a maioria dos isolados de fungos filamentosos, aproximadamente 51% dos
isolados, cresceram apenas em meio solido ndo acrescido de As (V). O fungo

filamentoso Plectosphaerella cucumerina UFMG CB 3426 foi o mais tolerante dentre
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os isolados que cresceram até 300 mM, com apenas 39,1% de reducdo de crescimento.
A levedura Rhodosporidium toruloides L56-1 foi a Unica que permaneceu viavel apés o
ensaio de tolerdncia em meio liquido acrescido de As (V) até a concentracdo de 300
mM de As (V). As leveduras Acremonium strictum L6-3, Candida sp. L5-1,
Hanseniaspora uvarum L2, Candida oleophila L16-3 e R. toruloides L56-1 que
toleraram altas concentracdoes de As (V) foram imobilizadas em esferas macroporosas
de alumina com carvado ativado. Em funcdo disto, neste trabalho, desenvolveu-se um
processo quimico para aglomerar microparticulas de alumina gama ativada, baseado no
processo sol-gel. O processo desenvolvido preserva as caracteristicas de porosidade das
microparticulas de alumina e introduz macroporos na esfera de alumina resultante, os
quais possibilitam a imobilizacdo das leveduras. As células da levedura R. toruloides
L56-1 imobilizadas em esferas gel apresentaram eficiéncia de remogdo de As (V)
(97,11%), maior que as células da mesma livres (84,95%), maior que as esferas gel
(91,24%), maior que as esferas secas (70,72%), maior que as celulas das outras
leveduras imobilizadas em esferas secas e que as celulas da mesma imobilizadas nas
esferas secas (67,53%). Este aumento da adsorcdo pode ser explicado pela preservagédo
do caréter hidrofilico das esferas gel e, portanto, pela preservacdo de parte da alumina
no estado de nanoparticulas de hidréxido de aluminio. Esta hidrofilicidade possibilita
um aumento da acessibilidade do arsénio e, portanto, aumento do seu gradiente de
concentracdo nos sitios ativos da alumina e das células imobilizadas. A abordagem
assumida neste trabalho, por meio do estudo de diversidade e tolerancia ao As (V) de
leveduras e fungos filamentosos, isolados de ambientes aquaticos contaminados com
As, permitiu a selecdo dentre os mesmos de isolados para o desenvolvimento de um
adsorvente composto inovador contendo células de leveduras imobilizadas em esferas

de alumina com carvdo ativado, que foi eficiente na remocéo de As (V) a partir da agua.
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2. Abstract

The increase in industrial activities has intensified environmental pollution
problems and deterioration of several ecosystems with the accumulation of many
pollutants such as heavy metals and metalloids, among them arsenic, a carcinogenic
metalloid. The main objective of this study was to study yeast and filamentous fungi
diversity in the freshwater environments contaminated with arsenic at the region of
Corrego da Mina in Nova Lima, Brazil and use isolated yeasts as biosorbents like free
and immobilized cells on macroporous alumina spheres. The water samples were
collected from July 2007 to July 2008 at three different points, three water samples of
500 mL were collected at each point. From these samples were identified following
genera of yeasts, Hanseniaspora, Candida, Acremonium, Pichia, Rhodotorula,
Aureobasidium, Geotrichum, Rhodosporidium, Issatchenkia, Kodamaea, Trichosporon
and Cryptococcus. Ascomycetous yeasts were more frequently isolated in this work at
all points and all collections. From these samples were identified following genera of
filamentous fungi  Paraconiothyrium, Curvularia, Fusarium, Cladosporium,
Plectosphaerella, Leptosphaeria, Penicillium, Hypocrea, Alternaria, Microsphaeropsis,
Epicoccum, Stemphylium, Rhizomucor, Neurospora, Amylomyces, Aspergillus,
Pestalotiopsis, Cochliobolus, Mucor, Cylindrocladiella, Bionectria, Phaeosphaeria,
Microdochium, Phoma, Discostroma, Daldinia and Bipolaris. In addition, some strains
were identified by order as Pleosporales sp. and by class as Dothideomycetes sp. Most
yeast isolates tested for tolerance to As (V) in this study showed the tolerance limit of
up to 100 mM of As (V), on the other hand most of the isolates of filamentous fungi,
about 51% of isolates, grew only on YM agar not supplemented with As (V).
Rhodosporidium toruloides L56-1 was the only one that remained viable after the
tolerance test in YM broth supplemented with As (V) up to a 300 mM As (V)
concentration. It was chosen with other yeasts that had tolerated high As (V)
concentrations to perform immobilization experiments on macroporous alumina
spheres. In this work was developed a chemical process for agglomerating
microparticles of activated alumina, which is based on a sol-gel process. The developed

process preserves the porosity of the alumina microparticles and introduces macropores
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in the resulting sphere. The cells of R. toruloides L56-1 immobilized in gel spheres
showed the highest removal efficiency (97.11%) compared with other yeast cells
immobilized in dry spheres. This increase in adsorption can be explained by the
preservation of hydrphilicity in gel spheres and preservation of nanoparticles of alumina
in form of aluminm hydroxide. This enables a hydrofilicity increase the accessibility of
arsenic and thus increasing its concentration gradient in the active sites of alumina and
immobilized cells. The approach taken in this work, through the study of diversity and
tolerance to As (V) of yeast and filamentous fungi, isolated from aquatic environments
contaminated with As and allowed selection among the same isolates to develop an
innovative compound containing adsorbent yeast cells immobilized on alumina spheres

with activated carbon, which was effective in removing As (V) from water.
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3. Introducéo e Justificativa

O aumento das atividades industriais tem intensificado os problemas de
poluicdo ambiental e de deterioracdo de varios ecossistemas com o acimulo de
muitos poluentes, tais como metais pesados e alguns metal6ides. A poluicdo com
metais pesados e metaldides, normalmente deriva de atividades como: producédo de
plasticos, fertilizantes e pigmentos; atividades de mineracdo e metalurgia; eletrélise
e eletroquimica. Em conjunto com os metais pesados contaminantes de ambientes
aquaticos, tem-se o arsénio (As), um metal6ide toxico que inibe o processo de
fotossintese; para os seres humanos e outros animais foram relatados casos de
doencas causadas por arsénio como: melanose, hiperceratose, aberracoes
cromossdmicas, canceres de pele, bexiga, pulméo e figado, além de neuropatia,
parestesia, hipertensdo e disturbios gastrintestinais.

Em estudo realizado pelo Instituto Mineiro de Gestio das Aguas (IGAM) no
periodo de 2002 a 2004, foram verificadas algumas ocorréncias de metais toxicos
em desconformidade com os padrfes legais de protecdo ao meio ambiente, como
cobre, mercurio, arsénio, selénio, cianeto, cadmio, zinco e chumbo, em corregos,
rios, ribeirdes e lagoas da Bacia do Alto Curso do Rio das Velhas em Minas Gerais
em desconformidade com os padrBes legais de protecdo ao meio ambiente. As
atividades de mineracdo sdo responsaveis por efetivas interferéncias na qualidade
das aguas da bacia do alto curso do rio das Velhas. A ocorréncia de substancias
como arsénio, cobre, mercurio, selénio, cadmio e chumbo em concentracfes acima
dos limites ambientais tem sido relatada em muitos cursos d” agua da regido. As
situacdes mais criticas foram observadas no ribeirdo Agua Suja e no Cérrego da
Mina, localizados em Nova Lima e no rio das Velhas a jusante destas confluéncias,
sobretudo no que diz respeito ao passivo ambiental da mineracao de ouro.

A preocupacdo crescente em relacdo aos perigos para a saude humana e de
outros seres vivos em decorréncia da permanéncia de metais pesados no meio
ambiente e de seu acumulo na cadeia alimentar tem levado ao desenvolvimento de
tecnologias para a remocao dos mesmos de diferentes ecossistemas. Entretanto, 0s

métodos convencionais como precipitacdo quimica, troca ibnica, tecnologia de
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membrana ou extragdo com solventes, para remocdo de metais pesados de
ambientes aquaticos ndo sdo eficientes, particularmente quando a concentra¢do do
fon metélico ou do metaldide é baixa (0,01-100 mg/L). Além disso, alguns métodos
como a precipitacdo quimica e o tratamento eletroquimico geram subprodutos que
necessitam ser tratados posteriormente. Outra desvantagem é o elevado custo de
aplicacdo e execucdo dos métodos fisico-quimicos para as empresas da
administracdo publica ou da iniciativa privada.

Um processo alternativo de tratamento dos referidos rejeitos industriais é a
biorremediagdo, o qual utiliza varios materiais de origem bioldgica como: bactérias,
cianobactérias, leveduras, fungos filamentosos, algas e plantas para remocao de
metais pesados e metal6ides de ambientes aquaticos. Esses materiais possuem a
capacidade de reter os metais e metal6ides e podem diminuir a concentracdo dos
jons de metais pesados e metaldides em solucdo do nivel de particulas por milh&o
(ppm, equivalente a mg/L) para o de particulas por bilhdo (ppb, equivalente a pg/L).

As investigacOes sobre a diversidade de leveduras e fungos filamentosos em
ambientes aquaticos contaminados com arsénio no Brasil sdo escassas, assim como
0 uso de microrganismos encontrados nesses ambientes em ensaios de remocao de
arsénio. A maioria dos estudos de remocao de arsénio € realizada com biomassas de
microrganismos modelos como Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli. Desta
forma, a abordagem assumida neste trabalho de estudar a diversidade de leveduras e
fungos filamentosos em ambientes contaminados com arsénio e investigar seu
potencial de remover arsénio de meios aquosos se constitui numa abordagem
inovadora do ponto de vista cientifico e biotecnoldgico.

A biomassa pode ser utilizada na forma de células vivas ou mortas para
remocao de metais pesados e como células livres ou imobilizados em suportes do
tipo alumina ativada e/ou 6xido de ferro, os quais podem apresentar um efeito
sinérgico na remocdo de metais pesados e metaldides. Estes processos podem ser
vantajosos sob varios aspectos. O processo pode ser viavel do ponto de vista
econémico, pois podem ser usados organismos cultivados a baixos custos e que
produzem grandes quantidades de biomassa. Do ponto de vista industrial, existe
uma grande vantagem na utilizacdo de materiais imobilizados, pois permite
recuperacdo dos metais adsorvidos apds tratamento da biomassa com &cidos ou

bases, além do reaproveitamento da propria biomassa para uma nova rodada de
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remocdo de metais pesados ou metaldides. Além disso, a caracteristica de
seletividade da biomassa para um determinado metal pesado ou metaldide permite a
remocdo eficiente dos mesmos encontrados em baixas concentragdes em solucao,
mesmo na presenca de outros metais ou metaldides.

Tendo em vista que a contaminagdo com metais pesados e metaldides na regido
do Cdrrego da Mina pode causar danos a satude humana e de outros seres vivos que
habitam a regido e que a politica governamental incentiva a pesquisa e
desenvolvimento de solugdes inovadoras para este problema, este trabalho mostra-se
relevante uma vez que o estudo da diversidade de leveduras e fungos filamentosos
presentes em corpos d’agua da regido do Cdrrego da Mina contaminados com
arsénio pode fornecer uma solucdo vidvel para este problema de contaminagéo.
Sobretudo, também, porque este trabalho desenvolve o processo sol-gel para obter
esferas macroporosas de alumina, nas quais as leveduras selecionadas serdo
imobilizadas, visando avaliar o potencial dessas esferas e dessas leveduras livres e

imobilizadas em ensaios de remoc¢éo do arsénio.
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4. Revisdo Bibliografica

4.1 Metais Pesados e Metaldides

Os metais pesados e os metaldides ou semi-metais mencionados no campo da
biorremediagdo sd@o normalmente classificados nas seguintes categorias: metais
toxicos (Hg, Cr, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, Co, Sn), metais preciosos (Pd, Pt, Ag, Au, Ru),
radionuclideos (U, Th, Ra, Am) e metaldides (As, Sh, Te, Po), cujos pesos
especificos sdo normalmente maiores que 5 g/cm® (VOLESKY 1990; BISHOP,
2002). A partir do rapido desenvolvimento de vérias industrias como: mineradoras,
producdo de combustiveis, producdo de fertilizantes e pesticidas, metalurgia,
producdo de ferro e aco, eletrolise e fotografia, residuos contendo metais séo
diretamente ou indiretamente descartados no meio ambiente, especialmente nos
paises em desenvolvimento, causando sérios problemas de poluicdo ambiental
(VOLESKY, 1990; BISHOP, 2002; WANG, 2002).

As caracteristicas dos metais pesados sdo: (1) a toxidez pode durar por um
longo periodo na natureza; (2) alguns metais pesados podem ser transformados de
espécies quimicas de baixa toxidez em formas mais tdxicas em certos ambientes,
sendo o mercurio um exemplo deste fendmeno; (3) a bioacumulacdo e a
bioaumentacdo de metais pesados na cadeia alimentar pode alterar a atividade
fisiologica normal e ameacar a vida humana; (4) os metais podem apenas ser
transformados e mudados de valéncia e espécie, mas ndo podem ser degradados por
quaisquer meétodos, inclusive por tratamentos bioldgicos; (5) a toxidez dos metais
pesados e metaldides ocorre mesmo em baixas concentracdes (0,01-10 mg/L)
(VOLESKY, 1990). Alguns fons metalicos, tais como o Hg®" e o Cd**, sdo muito
toxicos mesmo em baixas concentragdes de 0,001-0,1 mg/L (VOLESKY, 1990;
WANG, 2002; ALKORTA et al., 2004).

4.2 Arsénio

Arsénio (As) é um metaldide encontrado em rochas, solo, dgua, sedimentos e
no ar. Este entra nos ecossistemas terrestres e aquaticos por meio de uma
combinacdo de processos naturais, tais como os intemperismos fisicos e quimicos,
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atividade biologica, emissdes vulcanicas e também por meio de atividades
antropogénicas. O uso excessivo de pesticidas a base de arsénio e o despejo
indiscriminado de esgotos domésticos e efluentes industriais, assim como de
atividades mineradoras, resultaram na contaminagédo disseminada com As de solos e
cursos d’ agua. A presenga do arsénio em ecossistemas terrestres € aquaticos
desperta o interesse da opinido publica mundial devido aos seus efeitos adversos
sobre a saude humana. Em geral, a populacdo pode estar exposta ao As do ar,
alimentos e agua (ADRIANO, 2001; SPARKS, 1995). Das vérias fontes de arsénio
no meio ambiente, a 4gua para consumo, provavelmente, impde a maior ameacga a
salde humana (SMEDLEY & KINNIBURGH, 2002). As pessoas que bebem &agua
contaminada com As durante periodos prolongados freqlientemente apresentam
lesBes tipicas, as quais sdo manifestacBes tardias da toxidez de As. Além disto, 0
arsénio é toxico e carcinogénico para 0s seres humanos e outros animais
(MAHIMAIRAJA et al., 2005).

O problema da contaminacdo com As nos lencdis freaticos da Bengala Oeste e
Bangladesh foi considerado calamidade publica devido a quantidade significativa da
populacdo sob alto risco, com milhdes de pessoas ja sofrendo com os efeitos
irreversiveis da intoxicacdo com As (CHATTERJEE et al., 1995). Em outros locais
do mundo, os despejos indiscriminados de efluentes industriais e de mineradoras
levaram a ampla contaminacdo de terras. As consequéncias econdmicas da
contaminacdo com As de terras agriculturaveis incluem perda da produtividade,
aumento dos gastos na area de salde e o mais importante, a imposicdo da
contaminacdo com As como barreira ndo tarifada, a qual evita exportacbes de
produtos agricolas para alguns paises (MAHIMAIRAJA et al., 2005).

A contaminagdo com arsénio das aguas superficiais e subterraneas ocorre no
mundo todo e tornou-se um problema sécio — politico e econdmico em vérias partes
do planeta. Por exemplo, milhdes de pessoas estdo sob ameaca de beber agua
contaminada com arsénio na Bengala Oeste (india) (CHAKRABORTI et al., 2002;
CHATTERJEEE et al., 1995) e Bangladesh (SMITH et al., 2000). Muitas pessoas
na China (WANG, 1984), Vietna (BERG et al., 2001), Taiwan (LU, 1990), Chile
(SMITH et al., 1998), Argentina (HOPENHAYN- RICH et al., 1998) e México
(DEL RAZO et al., 1990) estdo também sob provavel risco. No Brasil, pode-se citar

a regido do Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais que apresenta uma
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contaminagdo historica das &guas superficiais e subterréneas, assim como dos
sedimentos dos rios da regido devido a atividade mineradora na area por centenas de
anos (BORBA et al., 2004).

Nota-se, portanto, que a preocupagdo com a intoxicagao causada por arsénio
em seres humanos e animais gera um interesse crescente no desenvolvimento de
diretrizes e tecnologias de remediacdo para tratar ambientes contaminados com As.
Dentre estas tecnologias desenvolvidas, imobilizacdo de biossorventes ganha
crescente espaco nos esforcos de remover adequadamente o0 arsénio
(MAHIMAIRAJA et al., 2005).

4.2.1 Origem e fontes de contaminagao por arsénio

Uma gama de compostos de As, ambos organicos e inorganicos, é introduzida
no ambiente por meio de fontes geoldgicas (geogénicas) e antropogénicas
(atividades antrépicas). Pequenas quantidades de As também entram no solo e 4gua

por meio de varias fontes biologicas (biogénicas) que sdo ricas em As.

4.2.1.1 Geogénica

O arsénio é amplamente distribuido em todos o0s materiais em varias
concentragdes. Uma concentracdo média de 1,5 a 2,0 mg de As/kg € esperada na crosta
continental da Terra. As concentracfes médias de As em rochas igneas variam de 1,5 a
3,0 mg/kg, enquanto nas rochas sedimentares variam de 1,7 a 400 mg/kg (SMITH et al.,
1998). O arsénio é 0 52° elemento em abundancia na crosta e € o constituinte principal
em mais de 245 minérios. Estes sdo minérios contendo principalmente sulfetos de
cobre, niquel, chumbo, cobalto, zinco, ouro e outros metais. Os minérios mais
importantes de As incluem: piritas, rosalgar e auripigmento (MAHIMAIRAJA, 2005).
O arsénio € introduzido no solo e na agua por meio de intemperismos em rochas e
minerais, seguidos de lixiviaches e escoamentos. Portanto, a fonte primaria de As no
solo é a rocha matriz da qual o mesmo é derivado (YAN-CHU, 1994). A contaminac¢éo
geogénica com As em solos e aguas tem sido registrada em muitas partes do mundo.
Um exemplo tipico é a contaminacdo extensa com As em lencgoOis subterrdaneos em
Bangladesh e na Bengala Oeste na india (MAHIMAIRAJA, 2005). A alta concentracio
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de As em lengdis subterraneos pode estar associada as condi¢cfes redutoras, resultantes
da presenca do carbono organico dissolvido, particularmente em ambientes aluviais e
deltaicos. Enquanto 0s mecanismos exatos responsaveis por isto permanecem incertos, é
possivel que ambos a dissolucdo redutora e a dessor¢do de As de Oxidos e argila
exercam um papel importante em elevar a concentragdo de As (SMEDLEY &
KINNIBURGH, 2002).

Baseando-se na geoquimica do As, trés mecanismos tém sido citados para
descrever a mobilidade de As em lencGis subterraneos da Bengala Oeste e Bangladesh
(BOSE & SHARMA, 2002):

- a mobilizacdo de As devido a oxidacdo de piritas contendo As. Os minérios contendo
As, tais como: arseniopirita (FeAsS) sdo rapidamente oxidados (Eg. 1), quando
expostos & atmosfera, liberando arsenito soltvel As (111), sulfato (SO4) e o fon ferroso
Fe (I1) (MANDAL et al., 1996). A dissolucdo destes minérios contendo As é altamente
dependente da disponibilidade de oxigénio e da taxa de oxidacdo de sulfeto
(LOEPPERT, 1997). O As liberado, As (llI), € parcialmente oxidado a arseniato, As
(V), por reagdes mediadas por microrganismos (WILKIE & HERING, 1998).

FeAsS + 13 Fe**+ 8 H,0 - 14 Fe** +S0,% + 13 H" +H3As040q (EQ. 1)

- a dissolucdo de oxihidroxidos de ferro ricos em As (FeOOH) devido ao
estabelecimento de condi¢des redutoras na subsuperficie. Sob condi¢des oxidantes, e na
presenca de Fe, espécies inorganicas de As sdo predominantemente retidas na fase
solida por meio de interacdo com coberturas de FeOOH em particulas do solo. O
estabelecimento de condicbes redutoras em tais ambientes pode levar a dissolucdo de
coberturas de FeOOH. A fermentacdo da turfa na subsuperficie libera moléculas
organicas (p.ex.: acetato), que realizam a dissolucédo redutora de FeOOH, resultando na
liberacdo de Fe (I1), As (11l) e As (V) presentes em tais coberturas segundo a equacgédo
dois abaixo (MCARTHUR et al., 2000; NICKSON et al., 2000).

8 FEOOH-As( + CH;COOH + 14 H,CO; > 8 Fe** + Asg + 16 HCO3 + 12 H,0
(Eq.2)

na qual As) € 0 As adsorvido e As) € o As dissolvido.

- liberacdo de As adsorvido para minérios presentes em aquiferos por troca competitiva
com os ions fosfato (H,PO,4) que migram para dentro dos aqiferos a partir da aplicacdo
de fertilizantes na superficie do solo (ACHARYA et al., 1999).
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Dentre os mecanismos apresentados, o segundo envolvendo a dissolucdo de
FeOOH sob condigcbes redutoras é considerado como o que mais contribui para o
acumulo excessivo de As em leng6is subterraneos (HARVEY et al., 2002; SMEDLEY
& KINNIBURGH, 2002).

As concentragOes relativamente altas de As naturalmente ocorrentes podem
surgir em algumas areas como resultado de aportes de fontes geotermais ou lencdis
subterraneos ricos em As (SMEDLEY & KINNIBURGH, 2002).

A concentragdo de arsénio é normalmente maior em solos e xistos do que na
crosta terrestre, devido a sua continua acumulagdo durante intemperismos e
translocacbes em fragdes coloidais. O arsénio pode também ser co-precipitado com
hidréxidos de Fe e sulfetos em rochas sedimentares. Portanto, depésitos de Fe e
minérios de ferro sedimentares sdo ricos em As, e 0s solos derivados de tais rochas
sedimentares podem conter concentracdes tdo altas quanto 20 a 30 mg de As/kg de solo
(Z0U,1986). Os vulcdes sdo também considerados como uma fonte geogénica de As no
meio ambiente, com emissdes anuais atmosféricas totais estimadas em 31.000 mg
(WALSH et al., 1979 ;SMITH et al., 1998).

4.2.1.2 Antropogénica

O arsénio é também introduzido no meio ambiente por meio de varias
atividades antropogénicas. Estas fontes liberam compostos de As que diferem muito em
natureza quimica (especiacdo) e biodisponibilidade. As fontes principais de As
descarregadas sobre a terra originam-se de rejeitos industriais (~40%), cinzas de carvao
(~22%), mineracdo (~16%) e a precipitacdo atmosférica da industria de aco (~13%)
(EISLER, 2004; NRIAGU & PACYNA, 1998).

O trioxido de arsénio (As,O3) é usado extensamente na fabricacdo de ceramica,
vidro, eletrénicos, pigmentos, cosméticos e fogos de artificio (LEONARD, 1991). O
arsénio € também usado para preservacdo de madeira em conjunto com o Cu e Cr, isto
é, cobre-cromo-arseniato (CCA) (MAHIMAIRAJA, 2005).

As industrias que fabricam pesticidas e herbicidas contendo As liberam
residuos solidos e liquidos, que ap6s descarte podem contaminar solos e corpos d agua.
Por exemplo, a descarga indiscriminada de efluentes industriais de Paris Green
[Cu(CH3CO0),.3Cu(AsO,),] (acetoarsenito de cobre, um pesticida arsénico) resultou

na contaminagao de solos e lengdis subterraneos na area residencial de Calcuta na india
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(CHATTERJEE et al.,, 1999). Similarmente, na Nova Zelandia, o tratamento de
efluentes contendo CCA € considerado a principal fonte de contaminacdo com As de
ambientes aquéticos e terrestres (BOLAN & THIYAGARAJAN, 2001). Devido ao As
ser amplamente distribuido em minérios que contenham sulfetos de Pb, Zn, Au e Cu, ele
é liberado durante os processos de mineracdo e fundicdo dos mesmos. Os gases de
combustdo e particulados das fundi¢cdes podem contaminar ecossistemas na dire¢do do
vento a partir da operacdo com varios metaldides, inclusive As (ADRIANO, 2001). A
combustdo de carvdo ndo apenas libera As gasoso na atmosfera, mas também gera
cinzas em suspensdo e terrestres contendo quantidades variaveis de As. O descarte
desses materiais frequentemente leva a contaminacdo do solo e &gua com As
(BERETKA & NELSON, 1994).

O arsénio esta presente em muitos pesticidas, herbicidas e fertilizantes. O uso
de pesticidas horticolas, arseniato de chumbo (PbAsO,), arseniato de célcio (CaAsQy),
arseniato de magnésio (MgAsQ,), arseniato de zinco (ZnAsQ,), arsenito de zinco
[Zn(AsO,),] em pomares tem contribuido para contaminagcdo dos solos com As em
muitas partes do mundo (MERRY et al.,, 1983; PERYEA & CREGER, 1994). A
contaminacdo do solo devido ao uso de herbicidas organoarsénicos tais como:
metanoarseniato monosddico (MSMA) e metanoarseniato disdédico (DSMA), também
foi registrada (GILMORE & WELLS, 1980; SMITH et al., 1998). O uso de arsenito de
sodio (NaAsO;) para controlar ervas aquaticas tem contaminado com As pequenas
lagoas de peixes e lagos em varias partes dos EUA (ADRIANO, 2001). A contaminacao
do solo com arsénio foi também registrada devido aos pesticidas arsénicos usados em
ovinos e bovinos para controlar carrapatos, pulgas e piolhos (MCBRIDGE et al., 1998;
MCLAREN et al., 1998). A aplicacdo continua de fertilizantes que contenham niveis
tracos de As, também resulta na contaminacdo do solo com As, contribuindo para a
insercdo do As na cadeia alimentar por meio de absorc¢do e posterior acimulo do mesmo
pelas plantas (MCLAUGHLIN, et al., 1996).

4.2.1.3 Redistribuicéo biogénica

As fontes bioldgicas contribuem apenas com pequenas quantidades de As
dentro dos ecossistemas terrestres e aquaticos. Entretanto, as plantas, os microrganismos
e 0s macrorganismos afetam a redistribuicdo de As por meio da bioacumulacéo (p.ex.

biossorcdo), biotransformacdo (p. ex. biometilacdo) e transferéncia (p. ex.
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volatilizacdo). O arsénio acumula rapidamente em tecidos vivos, devido a sua forte
afinidade por proteinas, lipideos e outros componentes celulares (FERGUSON &
GAVIS, 1972). Os organismos aquaticos acumulam As, resultando em concentracfes
consideravelmente maiores do que as presentes na agua, nas quais eles vivem, processo
denominado de biomagnificacdo. Na eliminagdo ou consumo, eles subsequentemente
tornam-se uma fonte de contaminag@o ambiental. O arsénio pode ser transferido do solo
para as plantas e entdo, para 0s animais e seres humanos, envolvendo cadeias

alimentares terrestres e aquaticas.

4.3 Distribui¢do de arsénio em ambientes aquéticos

O arsénio em um ambiente aquatico é distribuido tanto na forma de solucéo
aquosa quanto na de sedimento. As concentragdes elevadas de As em aguas naturais sao
normalmente associadas as rochas sedimentares ricas em As de origem marinha,
intemperismos de rochas vulcanicas, combustiveis fosseis, areas geotérmicas, depositos
minerais, residuos de mineracdo, uso agricola e préaticas de irrigagdo (KORTE &
FERNANDO, 1991). As aguas ndo contaminadas normalmente contém menos de 0,001
Mg/L de As. Nas areas contaminadas, entretanto, altos niveis de As tem sido registrados
em corpos d’agua como coérregos, ribeirdes, rios e lagos. Deve-se notar que existe
variacao consideravel na concentracdo de As dentro da mesma area geoldgica, como foi
registrada por diferentes pesquisadores. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1981)
recomenda que a concentracdo de As na agua para consumo humano ndo exceda 10
Mo/L.

Uma propor¢do significativa de As no ambiente aquéatico é derivado de
sedimentos e a distribuicdo relativa de As na agua e sedimentos depende principalmente
da natureza e quantidades de sedimentos. O arsénio nos sedimentos de rio é altamente
varidvel, variando de 32,8-42,7 mg/kg na Australia (TAYLOR, 1996) a 8.700 mg-
156.100 mg/kg na Nova Zelandia (ROBINSON et al., 1995). Os sedimentos ricos em
As agem como um tampdo ao manter a concentracdo de As nos corpos d'agua, assim

controlando a dindmica e a biodisponibilidade de As no ambiente aquatico.

23



4.3.1 Biogeoquimica de arsénio em ambientes aquéticos

4.3.1.1 Adsorcéo e Dessorcao

O arsénio € estavel em quatro estados de oxidacdo (+5, +3, 0, -3) sob as
condi¢des que ocorrem em sistemas aquaticos. Em altos valores de potencial de reducéo
(existentes em &guas com alta concentracdo de oxigénio dissolvido) as espécies acidas
de arsénio (HszAsOs, HyAsO,, HAsO, e AsO,>) sdo estaveis. Em condicdes
moderadamente redutoras, as espécies de As, H3AsOs, HoAsOs e HAsOs”, tornam-se
instaveis (KORTE & FERNANDO, 1991; PENROSE, 1974; SMITH, 1986). A
especiacdo de As em ambientes aquaticos é essencial no controle das reacdes de
adsorcao/dessorcdo nos sedimentos. A adsorgdo nas particulas pode remover As (V) da
agua contaminada, tanto quanto inibir a precipitacdo de minérios contendo As como
FeAsO,4.2H,0 que controlam a concentracdo de equilibrio de As (FOSTER et al., 1997).

Sob condigdes aerobicas e de &cidas para neutras (tipicas de muitos ambientes
aquaticos), As (V) é adsorvido muito fortemente por 0xidos minerais em sedimentos. A
natureza ndo linear da isoterma de adsorcao de As (V) em O0xidos minerais assegura que
a quantidade de As adsorvida seja relativamente grande, mesmo quando concentracoes
aquosas dissolvidas de As sdo muito baixas. Tal adsorcdo ocorrendo em ambientes
naturais protege os corpos d’agua de problemas de toxicidade por disseminacdo de As.
A adsorcéo de espécies de As por sedimentos segue esta ordem:

As (V)> As (111)> As (11)> DMA (SMEDLEY & KINNIBURGH, 2002).

Em sedimentos contaminados com As, Clement e Faust (1981) descobriram
gue uma parte significativa de As estava ligada a formas organo-complexas e indicaram
que tanto o equilibrio de adsorcdo-dessor¢cdo como o efeito redox devem ser
considerados ao se examinar a dindmica de As em ambientes aquaticos. Quando o pH
aumenta, especialmente acima do pH 8,5, o As dessorve das superficies oxidadas,
aumentando assim a concentracdo de As em solucdo. Esta dessorcdo de As de
sedimentos contaminados com 0 mesmo em alto pH é o mecanismo mais provavel para
o desenvolvimento de problemas de contaminacdo com As de len¢dis subterraneos sob
condicdes oxidantes (ROBERTSON, 1989; SMEDLEY et al., 2002). Estas reac6es de
adsorcdo e dessorcdo de As, comuns em ambientes aquéticos, sdo amplamente

exploradas no presente trabalho.
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4.3.1.2 Biotransformacéao

O arsénio sofre uma série de transformacdes bioldgicas no ambiente aquatico,
produzindo um grande nimero de compostos, especialmente organoarsénicos. Certas
reacOes tais como, a oxidacdo de As (IlI) a As (V), podem ocorrer na presenca e
auséncia de microrganismos, enquanto outras reacgdes, tais como metilagdo, ndo sdo
termodinamicamente favoraveis na agua e podem ocorrer apenas na presenca de
microrganismos. Em aguas neutras oxigenadas, o As (V) é favoravelmente formado,
enquanto o As (I11) é estavel sob condi¢des redutoras (FERGUSON & GAVIS, 1972).
Algumas bactérias e o fitoplancton marinho sdo capazes de reduzir As (V) a As (I11) ou
oxidar As (I11) a As (V) (ANDREAE, 1977). A reducéo bioldgica de As (V) a As (I11)
ocorre mais facilmente em um valor de pH entre 6,0 e 6,7 (KORTE & FERNANDO,
1991). A ocorréncia desta biotransformacdo tem sido registrada em varios sistemas
aquaticos, mediada por bactérias (JOHNSON, 1972; MEYERS et al., 1973) e algas
(ANDREAE & KLUMPP, 1979; SANDERS & WINDOM, 1980; SANDERS 1983).

Os microrganismos bénticos sdo capazes de metilar As sob ambas as condicGes
aerobias e anaerobias para produzir metilarsinas e compostos metilarsénicos com uma
formula genérica (CH3)nAs(O)(OH)s.n, no qual n pode ser 1, 2 ou 3. O mono-metil
arsénio (MMA) e o dimetil-arsénio (DMA) sdo organoarsénicos comuns na agua do rio.
As espécies metiladas de As podem resultar da excrecdo direta pelas algas ou
microrganismos ou da degradacao de arsénicos excretados ou organoarsénicos celulares
mais complexos. A metilacdo pode exercer um papel significativo na mobilizacao de As
ao liberd-lo de sedimentos para o meio aquoso. A presenca de organoarsénicos em
sedimentos do rio é uma evidéncia que a metilacdo ocorre nos sedimentos
(ANDERSON & BRULAND, 1991). A taxa das reacdes de metilacdo/demetilacdo e a
conseqliente mobilizacdo de arsénicos sdo afetadas pela adsorcdo pelos sedimentos e
solos.

Os produtores primarios tais como as algas internalizam As (V) da solucéo e o
reduzema As (I11), o qual é metilado produzindo MMA e DMA,; os derivados metilados
sdo entdo excretados. Isto pode ser considerado um processo de detoxificacdo dos
mesmos. O As (V) é transportado para o interior das células devido a sua similaridade
quimica ao fosfato, este processo é denominado mimica molecular. Embora a

detoxificacdo de As por microrganismos possa ser alcancada por meio de metilacdo, o
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As metilado, ainda pode ser tdxico para o fitoplancton e comunidades do perifiton em
ambientes marinhos (MAHIMAIRAJA, 2005).

Ambos 0s macrorganismos e 0S microrganismos acumulam As em suas
células. As concentragdes nos organismos podem ser consideravelmente maiores do que
nas aguas nas quais eles vivem, mas ao contrario do mercurio, existe pouco, senao
nenhum, aumento nos niveis superiores da cadeia alimentar, isto €, bioaumentacdo. A
toxicidade de As para 0s organismos aquaticos é similar aos seus efeitos na vida
terrestre, isto €, o As (V) é muito menos toxico do que o As (II1) (FERGUSON &
GAVIS, 1972).

Em &guas deficientes em fosfato, o arseniato pode substitui-lo e ser
transportado para o interior das células de algas, sendo entdo acumulado. Em um estudo
de acimulo de As na cadeia alimentar, foi registrado que a maioria do As acumulado
pelas algas estava na forma ndo metilada, o qual estava ligado fortemente a proteinas e
polissacarideos da célula (MAEDA et al., 1990). Tal transformacéo pode ser estimulada
pela adigédo de nutrientes. A formagdo microbiana de arsina volatil ou outros compostos
reduzidos volateis pode contribuir para liberacdo de As na atmosfera. O arsenito pode
ser reduzido e metilado a DMA, o qual pode posteriormente ser metilado ou reduzido e
pode eventualmente volatilizar (KORTE & FERNANDO, 1991).

4.4 Remoc0Oes de metais pesados e metaldides de aguas

Os procedimentos comumente usados para remogdo de ions de metais pesados
de efluentes liquidos incluem precipitacdo quimica, troca idnica, tratamento
eletroquimico, osmose reversa, ultrafiltracdo e adsorcdo em carbono ativado, dentre
outros. Entretanto, a precipitacdo quimica e o tratamento eletroquimico ndo sao
eficientes, especialmente quando a concentracdo do ion do metal em solugdo aquosa é
tdo baixa quanto: 0,01-100 mg/L. Estes procedimentos também produzem grandes
quantidades de rejeitos, 0s quais requerem tratamento adicional a elevado custo para
que possam ser descartados adequadamente. Os processos de troca ibnica, ultrafiltracao
e adsorcdo em carbono ativado sdo extremamente caros, principalmente quando ha
necessidade de tratar volumes grandes de aguas ou efluentes contendo metais pesados
em baixa concentracdo, por isso esses processos, em algumas situacdes ndo podem ser
usados em larga escala (WANG & CHEN, 2006).
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A busca por novas tecnologias tem sido recentemente dirigida para aplicagéo
da biorremediacdo, a qual constitui uma alternativa atraente em relagdo aos métodos
fisico-quimicos de remediacdo comumente usados (ZOUBOULIS et al., 1997). Neste
método sdo usadas biomassas de bactérias, leveduras, fungos filamentosos, algas e
plantas, as quais podem ligar-se passivamente a uma grande quantidade de metais ou
metaldides, um fendmeno comumente referido como biossorcdo (MCHALE &
MCHALE, 1994). Assim este processo constitui uma solucdo eficiente e de baixo custo
para o tratamento de efluentes industriais (VOLESKY & HOLAN, 1995). Isto porque a
biomassa viva, em contato prolongado com a solucdo contendo metais ou metaldides, é
também capaz de sequestrar os metais ou metaldides intracelularmente por meio de um
processo ativo chamado bioacumulagéo.

A biossorcdo € possivel para ambas as biomassas, vivas ou mortas, mas a
bioacumulacdo é mediada apenas pela biomassa viva (SANDAU et al., 1996). Além
disso, a bioacumulacdo € um processo dependente de crescimento, ao contrario da
biossor¢do que é independente. Sendo assim, a biomassa microbiana pode ser usada e
explorada mais eficientemente como biossorvente do que como bioacumuladora de

metais e metaldides.

4.5 Remoc0es de arsénio de ambientes aquaticos

Devido ao fato de que a maioria dos casos de toxicidade por As em seres
humanos € resultado do consumo de agua contaminada com As, tém sido propostas
diversas tecnologias para remocao de As da agua. Uma pléiade de métodos adequados
para remocado de As da agua em niveis domésticos e comunitarios esta atualmente
disponivel. Estes métodos sdo primariamente baseados na (i) remocdo de As em fase
solida por coagulacdo, sedimentacdo ou filtracdo; (ii) remocéao de As da fase solivel por
troca idnica, osmose ou eletrodidlise; (iii) oxidacdo de As (lll) a As (V) e sua
subsequente remocdo por adsorcdo e/ou precipitacdo; (iv) biossorcdo usando
microrganismos e (V) rizofiltracdo usando plantas aquaticas (MAHIMAIRAJA et al.,
2005).

4.5.1 Métodos fisico-quimicos
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4.5.1.1 Filtragdo

A maioria dos sistemas de tratamento de esgoto domésticos para remogdo de
As envolve filtracdo. Por exemplo, o filtro Pitcher, que envolve ceramica porosa
(NEKU & TANDUKAR, 2003) e os filtros de areia (YOKOTA et al., 2001) tém sido
eficientes na remogdo de As da &gua. Seid e colaboradores (2001) registraram que a
nanofiltragdo porosa por meio de membrana de troca anionica removeu cerca de 90% de
As (V) presente na agua a uma concentracao de 316 pg/L. Embora esta tecnologia possa
alcancar um alto grau de remocéo de As, ela envolve um alto investimento inicial e

altos custos de operacdo e manutencao.

4.5.1.2 Adsorgao

Varios compostos, incluindo alumina ativada, areia coberta com Fe e resinas de
troca ibnica, sdo usados para adsorver As. Na maioria dos ambientes, Fe,O3; apresenta
uma carga de superficie positiva que preferencialmente adsorve As. Similarmente,
Al(OH); e argilas de silicato adsorvem grandes quantidades de As. Yoshida e
colaboradores (1976) investigaram a remog¢ao de As da agua usando o “gel marrom”, o
qual é um gel de silica contendo 6% de Fe(OH)s, o qual apresentou uma adsorcéo
méaxima de 17 g de As/kg de gel tanto de As (111) quanto de As (V) em pH 6,0.

Rothbaum e Buisson (1977) descobriram que o Fe-floc sintético Fe(OH)s,
preparado ao tratar FeSO, com NaOCl em pH 3,5-5,0, removeu uma grande
porcentagem de As de agua de descarte geotérmico por meio de co-precipitacdo.
Similarmente, Yuan e colaboradores (2002) examinaram o potencial de varios materiais
naturais, tais como: carbono ativado tratado com Fe, esferas geis tratadas com Fe e areia
coberta com oOxido de Fe, de remocdo de As de agua potavel em condi¢bes de
laboratério e de campo. A areia coberta com Oxido de Fe apresentou um alto grau
(>94%) de remocéo de As (I11) e As (V). Quando o pH foi aumentado de 5,0 para 9,0, a
adsorcdo de As (V) diminuiu, mas a adsorcdo de As (Il1) permaneceu relativamente
estavel. Também, os minérios de sulfeto de ferro, tais como pirita e pirrotita, foram
adsorventes muito eficientes na remocédo de As (I11) e As (V) da dgua (HAN & FYFE,
2000).

Hlavay & Polyak (1997) desenvolveram e testaram novos adsorventes para

remocao de As. Os materiais de suporte foram granulados usando-se Al,O3 e/ou TiO, e
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entdo, Fe(OH); foi precipitado sobre a superficie dessas particulas. O adsorvente poroso
impregnado de Fe(OH)s resultante foi seco a temperatura ambiente e empacotado em
uma coluna de troca iénica. Estas colunas removeram mais de 85% de As da &gua. Os
jons As (Ill) sdo adsorvidos por reacdo quimica na superficie de Fe(OH)s. O grupo
funcional =FeOH reage com os ions H,AsO3, e assim 0s compostos de superficie
=FeAsOsH,, =FeAsOsH" e =FeAsO? sdo formados.

Das e colaboradores (1995) demonstraram a aplicacdo pratica da técnica de
adsorcdo para remover As ao desenvolver um simples dispositivo para remover arsénio
de &guas subterraneas usadas para beber e cozinhar. O sistema consiste em um filtro
com uma barra e duas jarras plésticas. A barra contém sal de Fe (Ill), um agente
oxidante e carvao ativado. Este sistema de remocdao foi instalado em varios locais de
Bangladesh e de Bengala Oeste, e os resultados analiticos mostraram que geralmente
93-100% do total de As na &gua, em uma concentragdo de 149-463 pg/L, foram
removidos.

Kim e colaboradores (2004) mostraram que a alumina mesoporosa com uma
grande area superficial especifica (302 m?/g), grande volume de poro (0,39 m®g),
tamanho de poro uniforme (3,5 nm) e sistema interligado de poros € eficiente na
remocdo de As de agua doméstica. A alumina mesoporosa é insoluvel e estavel dentro
da faixa de pH 3 a 7. A adsor¢do maxima de As foi sete vezes maior (121 mg de As
(v)/g e 47 mg de As (111)/g) do que na de alumina ativada convencional, e a cinética de
adsorcdo foi também rapida, com a remocdo completa em menos de 5 h quando
comparado a alumina convencional, a qual requer cerca de dois dias para remover a
metade da concentragcdo inicial. Fryxell e colaboradores (1999) usaram ligantes
quelantes de metais imobilizados em silica mesoporosa como um novo material de
ligacdo a anions para remover As da dgua. A remocao quase completa de As (V) tem

sido alcancada a partir de solu¢6es contendo mais de 100 mg de As (V)/L.
4.5.1.3 Precipitacdo

O arseniato pode ser removido por precipitacdo/co-precipitacdo usando
compostos de Fe e Al. Gulledge e O"Connor (1973) conseguiram a remog¢do completa
de As (V) da agua usando Fe,(SO4); em uma faixa de pH de 5 a 7,5. Hering e
colaboradores (1997) alcancaram uma remocao superior a 90% de As (V) de aguas
contendo uma concentracdo inicial de 100 pug de As/L. Shen (1973) removeu As de
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agua potével com cloro (Cl,) por oxidagdo de As (IlI) a As (V) e subseqiente
precipitacdo do ultimo.

Uma das vantagens do método de precipitagdo quimica € que este pode ser
usado em ambos os niveis: domiciliar e comunitario. Os materiais sdo prontamente
disponiveis e geralmente baratos. Entretanto, o problema do descarte de rejeitos toxicos

existe e requer mao-de-obra treinada para que 0 mesmo seja feito de maneira segura.

4.6 Métodos Bioldgicos

4.6.1 Remogé&o microbiana de arsénio

A biossorcdo e biometilagdo sdo dois importantes processos pelos quais 0s
metaldides, inclusive As, sdo removidos da agua e efluentes industriais usando
microrganismos. No processo biossortivo geralmente falta especificidade na ligacdo do
metaldide e é sensivel as condi¢cbes ambientais, tais como: pH, composic¢ao da solucdo e
a presenca de quelantes. Microrganismos geneticamente modificados que expressam
uma proteina de ligacdo a um metaldide e um sistema de transporte especifico para o
mesmo tem obtido sucesso na seletividade para o acumulo de um metaldide especifico
na presenca de altas concentracGes de outros metaldides e agentes quelantes em solucao
(CHEN & WILSON, 1997). Ja foram descritas linhagens recombinantes de E. coli e S.
cerevisiae capazes de acumular grandes quantidades de As quando comparadas as
linhagens selvagens (KOSTAL et al., 2004). Estes organismos tém o potencial de
aplicacdo para remover metaldides especificos de solos e sedimentos contaminados.

Vérios adsorventes modificados quimicamente tém sido desenvolvidos e
avaliados quanto a sua eficiéncia em remover metaldides. Loukidou e colaboradores
(2003) examinaram o potencial de utilizacdo da biomassa de Penicillium chrysogenum,
subproduto residual da producéo de antibiotico, para a remocao de As (V) de efluentes
industriais. Eles observaram que o pré-tratamento da biomassa com surfactantes comuns
como o brometo de hexadecil-trimetilaménio, a dodecilamina e um polieletrolito
catibnico auxiliou na remocdo de quantidades significativas de As (V) das aguas. Em
pH 3,0, as capacidades de remoc¢do da biomassa modificada variaram de 33,3 a 56,1 mg

de As/g de biomassa.

30



Certos fungos filamentosos, leveduras e bactérias sdo capazes de metilar o As e
transforma-lo em derivados gasosos de arsinas. A aplicagdo comercial de
biotransformacdo de metaldides na remediacdo de 4gua contaminada com metaldide foi
documentada por Bender e colaboradores (1995). Eles examinaram a remocdo e
transformagdo de metal6ides usando reatores de leito fixo com biofilmes microbianos,
formados a partir de indculos de culturas puras de cianobactérias e amostras de
sedimentos de um sitio contaminado. Quando amostras de agua contendo altas
concentracbes de metais e metal6ides passaram pelo biofilme, houve uma répida
remocdo dos mesmos das amostras. O biofilme mostrou-se tolerante a altas
concentracdes de metais e metaldide toxicos como: Cd, Pb, Cr, Se e As (até 350 mg/L).
A remocdo de metais e metaldide téxicos pelo biofilme foi atribuida a deposicdo de
compostos dos metais e metaldide nas superficies celulares, tanto quanto, a modificacao
quimica do meio aquoso circundando o biofilme. As cianobactérias produziram grandes
quantidades de polissacarideos capazes de se ligarem aos metais e metaldide. Também a
producdo de oxigénio pela fotossintese e posterior consumo heterotréfico nas regides
mais profundas resultou em gradientes verticais de potencial redox no biofilme.
Adicionalmente, as bactérias redutoras de enxofre colonizaram os estratos inferiores,
removendo e utilizando os sulfetos dos metais e metaldides. Entdo, dependendo da
caracteristica redox de regibes do biofilme, os metais e os metaldides sequiestrados
podem ser oxidados, reduzidos ou precipitados com sulfetos ou éxidos
(MAHIMAIRAJA et al., 2005).

4.7 As classes de aguas

Os resultados referentes a qualidade das dguas sdo interpretados de acordo com
os limites de classe definidos pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA),
em sua Resolucdo n°® 20/86, e pelo Conselho Estadual de Politica Ambiental (COPAM),
na Deliberacdo Normativa n°® 10/86, que tomam por base 0s usos preponderantes das
aguas doces como: Classe Especial, sdo aguas destinadas ao abastecimento doméstico,
sem prévia ou com simples desinfeccdo, a preservacdo do equilibrio natural das
comunidades aquaticas; Classe 1, sdo aguas destinadas ao abastecimento domeéstico,
apos tratamento simplificado, a protecdo das comunidades aquéticas, a recreacdo de

contato primario (natacdo, esqui aquatico e mergulho), a irrigacdo de hortalicas que séo
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consumidas cruas e de frutas que se desenvolvem rentes ao solo e que sejam ingeridas
cruas sem remocao de pelicula, a criacdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies
destinadas a alimentacdo humana; Classe 2, sdo aguas destinadas ao abastecimento
doméstico, apos tratamento convencional, a protecdo das comunidades aquaticas, a
recreacdo de contato primario (natacdo, esqui aquatico e mergulho), a irrigacdo de
hortalicas e plantas frutiferas, a criacdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies
destinadas a alimentacdo humana; Classe 3, sdo aguas destinadas ao abastecimento
doméstico, apos tratamento convencional, a irrigacdo de culturas arbéreas, cerealiferas
ou forrageiras, a dessedentacdo de animais; Classe 4, sdo aguas destinadas a navegacéo,
a harmonia paisagistica e a0s usos menos exigentes.

Esse sistema, denominado enquadramento dos cursos de &gua, estabelece o
nivel de qualidade (Classe) a ser mantido ou alcangcado em um corpo de agua ao longo

do tempo, em termos dos usos possiveis com uma determinada seguranca.

4.8 O alto curso do rio das Velhas e a contaminacéo com arsénio

Em estudo realizado pelo Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM),
Orgdo pertencente a Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Desenvolvimento
Sustentavel de Minas Gerais (SEMAD) no periodo de 2002 a 2004 no alto curso do rio
das Velhas, mais especificamente no ribeirdo Agua Suja foram registradas
concentracdes de arsénio acima do limite permitido pela legislacdo vigente (CONAMA,
Lei n°® 357/05), que é de 0,0lmg/L de As total, em 62,5% das amostras de agua
analisadas. O cdrrego da Mina, também localizado no alto curso do rio das Velhas
registrou uma concentracédo de 0,44 mg/L de As em junho de 2004, valor bastante acima
do limite estabelecido na legislacdo (IGAM, 2004).

Apesar das chuvas terem uma contribui¢do bastante significativa no aporte de
solidos e outros poluentes para os cursos de &gua, ressalta-se que os indices de
contaminacdo no ribeirdo Agua Suja e Corrego da Mina revelam impactos das
atividades de mineracdo desenvolvidas na regido. Diagnosticos da bacia apontam que
existe uma grande concentracdo de arsénio nos lengois subterrdneos da regido. Os
trechos do ribeirdo Agua Suja e do Corrego da Mina que estdo localizados na éarea de
entorno da Mina Morro Velho possuem teores elevados de arsénio. Portanto, as

atividades de extracdo e beneficiamento de minérios nessa sub-bacia, somadas as
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atividades industriais, desenvolvidas principalmente no municipio de Nova Lima,
constituem-se numa fonte potencial de metais pesados e substancias toxicas para o
ribeirdo Agua Suja e Corrego da Mina (IGAM, 2004).

4.9 Mecanismos de remocéo de metais pesados e metaldides por leveduras e fungos
filamentosos

A estrutura complexa dos microrganismos revela que existem muitos modos
dos metais serem incorporados pelas células microbianas. H& varios mecanismos de
biossorcdo, porém estes ndo sdo completamente compreendidos até o presente
momento. Os mesmos podem ser classificados de acordo com critérios como a
dependéncia do metabolismo celular, tratamento da biomassa ou uso de linhagens
recombinantes de microrganismos (AHALYA et al., 2003).

De acordo com a dependéncia do metabolismo celular, os mecanismos de
biossor¢do podem ser divididos em: metabolismo dependente e metabolismo
independente. Quanto a localizacdo na qual o metal ou metaloide removido da solucéo é
encontrado, o processo pode ser classificado como tendo: acumulo ou precipitagdo
extracelular, precipitacdo na superficie celular e acimulo intracelular (AHALYA et al.,
2003).

O transporte de metais ou metaloides através da membrana celular resulta no
acumulo intracelular, o qual é dependente do metabolismo celular. A partir deste fato,
pode-se concluir que este mecanismo de biossor¢do ocorre apenas em ceélulas vivas
(AHALYA et al., 2003). Este mecanismo estd freqlientemente associado com a
resisténcia dos microrganismos aos metais ou metaloides.

O transporte de metais pesados ou metaldides através das membranas celulares
microbianas pode ser mediado pelo mesmo mecanismo usado para transportar outros
fons essenciais ao metabolismo celular como: K*, Mg®* e Na*. Os sistemas de transporte
de metais podem ser confundidos pela presenca de ions de metais pesados ou
metaldides de mesmas cargas e raios idnicos semelhantes aos ions essenciais (NIES,
1999).

Durante a biossor¢do, ocorre a incorporacdo de metais ou metaldides a partir da
solucdo por interacbes fisico-quimicas entre 0s metais ou metaldides e 0s grupos

funcionais presentes na superficie da célula microbiana. Estas sdo baseadas em adsorcéo
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fisica, troca ibnica e complexacdo, as quais sdo independentes do metabolismo celular
(AHALYA et al., 2003).

O desempenho do biossorvente depende do estado ibnico da biomassa e assim
como as resinas sintéticas, os biossorventes podem ser preparados com diferentes
formas idnicas tais como: protonadas ou saturadas com cétions (p.ex.: Na*, Ca?*, Mg?*)
por meio de pré-tratamento da biomassa com &cidos, bases e/ou sais inorganicos. O
tratamento varia com o tipo de biomassa e a espécie do metal a ser biossorvido.
Portanto, o conhecimento do mecanismo de ligagdo do metal ao biossorvente é
fundamental para compreensdo do fendmeno de adsor¢do (GUPTA et al., 2000).

A ligacdo do metal ou metaldide parece ocorrer em duas etapas, na qual a
primeira envolve uma interacdo estequiométrica entre o metal e 0s grupos quimicos
reativos na parede celular e a segunda constitui-se pelas deposi¢des inorganicas de
grandes quantidades dos metais ou metaldides (BEVERIDGE & MURRAY, 1980). A
parede celular consiste de uma variedade de polissacarideos, lipideos e proteinas, 0s
quais oferecem um namero de sitios ativos capazes de ligarem-se aos ions dos metais ou
metaloides (KUYUCAK & VOLESKY, 1989), sendo considerada um trocador idnico
complexo similar a uma resina comercial. As diferencas na composicdo da parede
celular entre diferentes grupos de microrganismos (p.ex.: algas, bactérias, cianobactérias
e fungos filamentosos) e dentro de um mesmo grupo podem causar diferencas
significativas no tipo e na quantidade de ions dos metais ou metaldides ligados as
diferentes paredes celulares.

Gourdon e colaboradores (1990) compararam as capacidades de biossorcéo de
Cd?* por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. As glicoproteinas presentes no
lado externo das paredes celulares das bactérias Gram-positivas parecem ter mais sitios
potenciais de ligacdo de Cd** do que os fosfolipideos e lipopolissacarideos (LPS)
presentes nas paredes celulares das bactérias Gram-negativas, sendo responsaveis pela
diferenca observada entre os dois grupos bacterianos. Os grupos fosforil do LPS e dos
fosfolipideos tém sido demonstrados ser os mais provaveis sitios de ligacdo de cations
de metais e metaldides na membrana externa de Escherichia coli (STRAIN et al., 1983).

Em fungos filamentosos, 0 mecanismo de incorporagdo de uranio por Rhizopus
arrhizus tem sido estudado em detalhe (TSEZOS & VOLESKY, 1982). A biossorcdo de
uranio envolve grupos aminos da quitina presente na parede celular do mesmo e ocorre

em uma sequéncia de eventos. Outros estudos em fungos filamentosos sugerem 0s

34



grupos fosfatos e carboxilatos da parede celular como sitios de ligagdo primarios
(TOBIN et al., 1990). Substancias poliméricas, também podem se ligar seletivamente
aos ions de metais ou metaldides, levando a grandes acimulos dos mesmos no exterior
das células. Alguns destes polimeros sdo carregados negativamente, portanto se ligam a
cations e as vezes formam capsulas ou agregados ao redor das células (MCHALE,
1994).

O mecanismo de ligacdo dos metais a biomassa ndo é bem compreendido
devido a natureza complexa da biomassa, a qual ndo é passivel de analise instrumental
imediata (KUYUCAK & VOLESKY, 1989). A localizacdo dos metais tem sido feita
utilizando analise dispersiva de raios-X (EDS) e espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X (XPS). Esta Gltima é uma tecnica relativamente nova para
determinar a energia de ligacdo dos elétrons em atomos e moléculas, a qual depende da
distribuicdo de cargas e, por conseguinte fornece informacéo sobre o estado de oxidacao
de um atomo ou ion (KUYUCAK & VOLESKY, 1989).

As observagdes sob microscopio eletrénico realizadas por Mullen e
colaboradores (1989) revelaram a presenca de Ag?* como particulas discretas sobre ou
proximas as paredes celulares de ambas as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
a presenca de prata foi confirmada EDS. Em um trabalho sobre biossor¢édo de ferro
utilizando a rodéfita Sargassum fluitans realizado por Figueira e colaboradores (1999),
0s autores usando XPS observaram que o ferro estava presente em dois estados de
oxidacdo. Em seguida, utlizando a analise de espectroscopia de infravermelho (IR), foi
confirmado que os grupos carboxilas presentes na biomassa estavam envolvidos na
incorporagdo de ambos Fe?* e Fe** e os grupos sulfonatos na incorporacio de Fe®".

Como o processo biossortivo envolve principalmente a superficie celular,
modificacdes da parede celular podem alterar a ligacdo de ions dos metais e metaldides
a biomassa. Varios métodos tém sido empregados para modificacdo das células
microbianas a fim de aumentar a capacidade de ligacdo aos metais e metaldides da
biomassa, e elucidar os mecanismos de biossorcdo (GUPTA et al., 2000). Estas
modificacdes podem ser introduzidas durante o crescimento do microrganismo ou apos
0 mesmo. As condi¢cdes nas quais 0s microrganismos crescem afetam seus fendtipos de
superficie celular e seus potenciais de biossor¢do (GADD, 1990).

Luef e colaboradores (1991) relataram que a biomassa de Aspergillus niger

crescida na presenca de altas concentracGes do ion potassio em fermentadores para

35



producdo de acido citrico, apresentou uma biossor¢do muito alta devido a mudanga na
composicao da parede celular.

A biomassa crescida pode sofrer vérios tratamentos fisicos e quimicos para
modificar as propriedades de ligacdo aos metais e metaldides da biomassa para
requerimentos especificos. Os tratamentos fisicos incluem: aquecimento, congelamento
e liofilizagdo (PURANIK & PAKNIKAR, 1997; GADD, 1992). Os varios tratamentos
quimicos usados para modificacdo da biomassa incluem lavagem da biomassa com
detergentes (FIGUEIRA et al., 1999; KAPOOR & VIRARAGHAVAN, 1998), ligacédo
cruzada com solventes orgéanicos (HOLAN & VOLESKY, 1994) e tratamento com
acidos ou bases (KAPOOR & VIRARAGHAVAN, 1998). Os pré-tratamentos podem
modificar as caracteristicas de superficie das células microbianas por meio da remocao
ou bloqueio de grupos funcionais, ou exposicdo de mais sitios de ligagdo dos metais nas
paredes celulares.

As leveduras em diferentes formas sdo usadas para diferentes finalidades em
estudos de remogéo de metais. Sdo elas: sob a forma de células vivas ou células mortas,
sendo que as células mortas apresentam a vantagem de removerem 0S metais ou
metaldides sem o consumo de nutrientes (KAPOOR & VIRARAGHAVAN, 1995);
como células intactas ou células lisadas, sendo que as células lisadas podem expor sitios
adicionais de ligacdo aos metais e metaldides ndo expostos nas células intactas; como
células imobilizadas ou células livres, sendo que as células imobilizadas podem ser
reutilizadas em novos ciclos de remoc¢do de metais ou metaldides de efluentes, apds a
dessorcdo dos metais ou metaldides da biomassa (VEGLIO & BEOLCHINI, 1997); sob
a forma de células nativas ou células tratadas por processos fisico-quimicos, sendo que
as células tratadas podem aumentar o potencial de remocao de metais ou metaldides por
meio de modificacdes da parede celular; celulas floculantes ou células ndo floculantes,
sendo que as células floculantes podem ser removidas mais facilmente em ensaios de
remocdo de metais em batelada (MARQUES et al., 1999). Também linhagens
recombinantes podem expressar sistemas de transporte e proteinas que se ligam aos
metais e metaloides (metalotioneinas), os quais podem aumentar a capacidade de
acumulo de metais ou metaldides da célula, quando comparadas as linhagens selvagens.
Enfim, tém sido realizados estudos utilizando linhagens das cole¢bes de cultura ou

isolados de efluentes industriais e, além disso, pode-se destacar que isolados de
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ambientes contaminados com metais pesados apresentam alto potencial de remocéo de
metais (PARK et al., 2003).

O estudo dos fatores que afetam a biossor¢do pela biomassa microbiana é
essencial para aplicacdo industrial desses processos, pois 0S mesmos fornecem
informacBes sobre a cinética de remocdo, as quais Sd0 necessarias, para O
desenvolvimento de reatores de coluna de leito fixo, por exemplo. Dentre os fatores que
afetam a biossorcdo pode-se citar: a temperatura, que parece ndo influenciar a
capacidade de biossorcdo na faixa de 20-35 °C (AKSU et al., 1992) e o pH, que parece
ser 0 parametro mais importante no processo biossortivo, pois este pode afetar a
especiacdo dos metais em solucédo, a atividade dos grupos funcionais na biomassa e a
competicdo dos ions metalicos (FRIIS & MYERS-KEITH, 1986; GALUN et al., 1987).

Outro parametro importante é a concentracdo da biomassa em solucgdo, a qual
parece influenciar a taxa de incorporacdo especifica de metais a partir da solucéo
(FOUREST & ROUX, 1992; GADD et al., 1988). GADD e colaboradores (1988)
sugeriram gque um aumento na concentragdo da biomassa leva a interferéncia entre os
sitios de ligacdo presentes na biomassa. Por outro lado, Fourest & Roux (1992)
invalidaram esta hipotese atribuindo a responsabilidade da diminuicdo da incorporacao
especifica a diminuicdo da concentracdo do metal em solucdo. Assim, este fator deve
ser levado em consideracdo em qualquer aplicacdo de biomassa microbiana no
tratamento de efluentes, nos quais mais de um tipo de ions metalicos estdo presentes.
Outro fator importante € que a remocao de um ion metalico pode ser influenciada pela
presenca de outros ions metalicos. Em um trabalho realizado por Sakaguchi &
Nakajima (1991), a incorporacdo de urénio pela biomassa de bactérias, fungos
filamentosos e leveduras ndo foi afetada pela presenca de manganés, cobalto, cobre,
cadmio, mercdrio e chumbo em solucédo, ja a incorporacdo de cobalto por diferentes
microrganismos pareceu ser completamente inibida pela presenca de uranio, chumbo,
mercurio e cobre em solucdo. Por outro lado, em outro trabalho realizado por Tsezos &
Volesky (1982), a presenca de Fe’* e Zn?' alterou a incorporacdo de uranio por

Rhizopus arrhizus.
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4.10 Metabolismo de arsénio por procariotos

O arsénio pode potencialmente agir como um doador ou aceptor de elétrons e
participar de cadeias transportadoras de elétrons em algumas bactérias. Entretanto
sistemas de transporte especificos para o arsénio ndo evoluiram devido a toxidez
extrema deste metaldide (STOLZ et al., 2006). O As (I11) e o As (V) sdo normalmente
internalizados por meio dos transportadores de glicerol e fosfato, respectivamente,
devido a similaridade estrutural quimica de As (IlIl) e de As (V) aos compostos
referidos. Em E. coli, por exemplo, dois transportadores de fosfato (Pit e Pst) sdo usados
para internalizar o As (V), com Pst sendo a via de internalizacdo dominante (ROSEN &
LIU, 2009). Sanders e colaboradores (1997) mostraram que o As (111) ndo carregado é
internalizado pelo transportador de glicerol GlpF, um membro dos canais de glicerol da
familia da proteina intrinseca principal (MIP). Uma mutacdo em GIpF resultou em
linhagens de E.coli tolerantes ao As (111). Transportadores homologos ao GlpF tém sido
identificados em Leishmania major e Pseudomonas putida, e provavelmente facilitam o
transporte de As (I11) atraves da membrana celular nestas espécies (GOURBAL et al.,
2004).

4.10.1 Mecanismos basicos de detoxificacdo

Muitas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas apresentam um mecanismo
de resisténcia ao arsénio similar, baseado no operon ars (tipicamente arsRDABC)
codificado por genes cromossdmicos ou palsmidiais (XU et al., 1998). Em ambos os
casos, ha dois componentes necessarios: uma enzima redutase (ArsC) para reducdo de
As (V) a As (I11), o qual é subsequentemente expelido usando uma bomba de efluxo
(ArsB). Os genes adicionais ars supostamente surgiram por evolucdo paralela, ou seja,
eventos de duplicacbes e recombinacfes génicas e apresentam regulacdes complexas
(BUTCHER et al., 2000). A fonte de poder redutor varia entre 0s procariotos; enquanto
E. coli emprega a glutationa (GSH) e glutaredoxina (SHI et al., 1999), Staphylococcus
aureus utiliza tioredoxina (JI & SILVER, 1992). Durante o passo de reducdo, o
arseniato liga-se ao dominio de reconhecimento compreendendo os residuos de Arg da

arseniato redutase (ArsC), resultando numa ligacdo dissulfeto entre os residuos de
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cisteina de ArsC e os equivalentes redutores. A redugdo da ligagdo dissulfeto via
transferéncia de elétrons a partir da GSH, glutaredoxina ou tioredoxina resulta na
reducdo de As (V) a As (lll) (SILVER & PHUNG, 2005). ArsR e ArsD sdo
componentes regulatérios que agem primariamente como repressor transcricional e
regulador da atividade do operon, respectivamente (ROSEN, 2002). Estas proteinas
regulatérias tém afinidade extremamente alta pelo As (I11) e se ligam a ele via residuos
de cisteina, resultando na alteracdo de ligacdo ao DNA para ativacdo transcricional
(ROSEN, 1999). ArsA é uma ATPase que auxilia ArsB no efluxo, ao fornecer a energia
necessaria via hidrolise de trifosfato de adenosina (ATP) (TISA & ROSEN, 1990).
Interessantemente, o As (V) relativamente menos téxico é convertido em As (I11), que €
mais toxico para a célula, antes do efluxo. E possivel que o sistema de efluxo de As (I11)
tenha evoluido primeiro em ambientes redutores. A partir do momento em que a
atmosfera tornou-se oxidativa o sistema de reducdo de As (V) foi subsequentemente,
ligado ao sistema de efluxo de As (Ill) para acomodar a toxidez de As (V) (ROSEN,
2002).

4.10.1.1 Oxidacéo e reducdo de arsenito

A oxidacdo de As (I11) pode ser importante para remoc¢do de arsénio, uma vez
que o As (V) é menos sollavel e muito mais eficientemente removido por métodos
fisico-quimicos (LEIST et al., 2000). Na natureza, 0S microrganismos realizam a
oxidacao de As (Il1) usando a enzima As (Il1) oxidase, a qual é classificada como um
membro da familia da dimetilsulfoxido (DMSO) redutase e foi identificada e
sequenciada (ELLIS et al., 2001). A maioria das arsenito oxidases, como a (AoxAB)
isolada de Hydrogenophaga sp. NT-14 funciona como um heterodimero e contém Fe e
Mo no centro catalitico (ELLIS et al., 2001). Estudos de filogenia sugerem que a
enzima teve origem primariamente como um mecanismo de resisténcia convertendo o
mais toxico As (II1) no menos toxico As (V). Entretanto, algumas bactérias
quimiolitotroficas obtém energia da oxidacdo de arsenito (SANTINI et al., 2000).

Além da reducdo intracelular de As (V) usando a arseniato redutase, a reducdo
de arseniato pode também ser parte da respiracdo anaerdbia em algumas bactérias, como
Shewanella sp ANA-3 (KRAFFT E MACY, 1998), na qual o arseniato atua como
aceptor final de elétrons. A enzima envolvida, a arseniato redutase, composta de dois

dominios (ArrA e ArrB), é ligada a membrana assim como outros membros da cadeia
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transportadora de elétrons e contém um centro de molibdopterina em ArrA e um centro
Fe-S em ArrB. Um mutante de Shewanella sp ANA-3 contendo mutag¢fes no conjunto
de genes arrAB € incapaz de de usar o As (V) como aceptor final de elétrons
(SALTIKOV et al., 2003).

4.10.1.2 Metilacao/demetilacéo

A metilagdo de metais foi originalmente sugerida como um passo nas
detoxificagdes; entretanto, estudos sugerem que nem todos os produtos de arsénio
metilados sdo menos toxicos (BENTLEY & CHASTEEN, 2002). O modo primario de
geracdo de arsinas e metil arsénicos é a reducdo de As (V) e subsequente adicdo
oxidativa de grupos metil (DOMBROWSKI et al., 2005) de vérias fontes, tais como, a
metilcobalamina em muitos sistemas bacterianos (GADD & WHITE, 1993). As formas
metiladas de arsénio sdo volateis e rapidamente liberadas para o ambiente no qual a
oxidagdo poderia converté-las de volta a forma oxidada de As (V). Conhece-se muito
pouco sobre as vias de demetilacdo; entretanto, a demetilacdo de compostos monometil
e dimetil arsénicos tem sido demonstrada e até mesmo o0 uso de arsénicos metilados
como fontes de carbono é possivel (MAKI et al.,2004). O entendimento destes
mecanismos nao apenas esclarecerd a mobilizacdo de arsénio em diferentes ambientes,
mas também abrird novos horizontes na engenharia metabdlica, voltados para

exploracdo dessas vias para remediacdo de arsénio (TSAI et al., 2009).

4.10.1.3 A maquinaria de efluxo de arsénio

O As (I11) pode ser expelido via uma proteina transportadora de arsenito ou via
uma bomba de efluxo de arsenito ArsB. A primeira via utiliza a energia do potencial de
membrana, enquanto a ultima usa a energia fornecida pela ATPase ArsA via hidrolise
de ATP (DEY et al., 1996). A maioria dos sistemas procariotos emprega o sistema
ArsA/B, enquanto algumas bactérias podem usar apenas ArsB. A afinidade reduzida por
As (I11) apds mutacdes nos residuos de cisteina de ArsB, sugere que a ativacao de ArsA
pelo As(111) ocorre via complexo metal-tiolato formado entre os trés residuos de cisteina
e As (I11) (SILVER & PHUNG, 1996).
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4.10.2 O metabolismo de arsénio pelos eucariotos

4.10.2.1 A internalizacéo de arsénio

A internalizacdo de arsénio por Saccharomyces cerevisae ocorre por meio de
trés diferentes sistemas de transporte. O As (V), devido a sua similaridade ao fosfato
(NIDHUBHGHAILL & SANDLER, 1991), é internalizado por meio de um
transportador de fosfato, o Pho87p (PERSSON et al., 1999). Além disso, dois sistemas
transportadores para o arsenito trivalente foram identificados. Similar aos sistemas
bacterianos, o arsenito € internalizado por uma aquaglicerolporina Fpslp, um
transportador de glicerol (WYSOCKI et al., 1997; WYSOCKI et al., 2001). A mutagéo
no gene FPS1 resultou na reducéo da internalizacdo de arsenito, o que confirma o papel
importante do canal Fpslp para internalizacdo de arsenito (GHOSH et al., 1999; LIU et
al., 2002). Entretanto, a linhagem com delecdo no gene FPS1 ainda permaneceu
sensivel ao arsenito na auséncia de glicose, sugerindo a existéncia de um mecanismo de
internalizacé@o pelo sistema de transporte de glicose (LIU et al., 2002). Em 2004, Liu e
colaboradores descobriram que uma classe de permeases de hexoses de S.cerevisae
catalisa a internalizacdo de arsenito (LIU et al., 2004). A internalizacdo de arsenito foi
reduzida em 80% na presenca de glicose, quando FPS1 foi deletado, confirmando que
os transportadores de hexose sdo 0s principais responsaveis pela internalizacdo de
arsenito. Recentemente, 0 mesmo grupo demonstrou que uma permease de glicose de
mamifero GLUT também catalisou a internalizacdo de arsenito quando foi expressa em
levedura (LIU et al., 2006).

4.10.2.2 O metabolismo de arsénio

Uma vez que o arsénio entra nas células, uma série de passos de detoxificacdo
é usada para reduzir os efeitos citotoxicos agudos do mesmo. O mecanismo mais
compreendido de tolerancia ao arsénio € codificado por trés genes contiguos: ARR1,
ARR2 e ARR3. O ARR1 codifica um fator de transcricdo que regula a transcri¢cdo da
arseniato redutase Arr2p e o transportador de efluxo de arsenito Arr3p (GHOSH et al.,

1999). Apds o arseniato ser transportado para o interior das células de leveduras, ele é

41



reduzido a arsenito pela arseniato redutase Arr2p (MUKHOPADHYAY et al., 2000).
Entretanto, ao contréario da arseniato redutase bacteriana ArsC (um mondmero de 141
residuos), Arr2p é um homodimero de dois mondmeros de 131 residuos. Foi mostrado
que o gene de levedura ARR2 pode complementar uma linhagem de E. coli com uma
delecdo no gene arsC cromossémico (MUKHOPADHYAY et al., 2000). Além disso, a
falha de ARR2 em S.cerevisiae eliminou a resisténcia ao arseniato
(MUKHOPADHYAY & ROSEN, 1998). Portanto, a resisténcia das células ao arsénio
tem sido baseada na reducdo do acumulo de As (lllI), uma vez que nenhum
transportador de efluxo de As (V) foi encontrado até o momento. Até o presente
momento, Arr2p € a U(nica arseniato redutase descrita em eucariotos e mais
especificamente nenhum gene ARR2 foi encontrado na levedura Schizosaccharomyces

pombe ou em outros fungos investigados.

4.10.2.3 O sequestro intracelular

Questiona-se porque as células reduzem arseniato a arsenito, o qual é mais
reativo e pelo menos 100 vezes mais toxico (KNOWLES & BENSON, 1983). A
resposta € que devido a sua alta reatividade quimica, o arsenito pode ligar-se a muitas
proteinas ou peptideos quelantes intracelulares contendo grupos tidis, tais como
glutationa reduzida (GSH), fitoquelatinas (PC) e metalotioneinas (MT) formando
complexos inativos (COBBETT & GOLDSBROUGH, 2002; SINGHAL et al., 1987;
NGU et al., 2008). Guo e colaboradores demostraram que a super-expressao do gene
GSH1 de S.cerevisiae que codifica a y-glutamilcisteina sintetase (y-ECS), a primeira
enzima na via de biossintese de GSH (FOYER & NOCTOR, 2005), elevou a tolerancia
e 0 acumulo de arsénio em Arabidopsis thaliana (GUO et al., 2008). As MT pertencem
a uma familia de proteinas ricas em cisteinas com a habilidade unica de formar grupos
metal-tiolato estaveis com os seus dois dominios ricos em cisteina de ligacdo ao metal
(MORRIS et al,1999), e sdo os principais ligantes de metais presentes em
animais.Embora as MT de ligacdo ao As tenham sido descritas na alga Fucus
vesiculosus, nenhuma foi isolada em bactérias (MERRIFIELD et al., 2004). A super
expressdo das PC sintases de tabaco na levedura S.cerevisiae resultou na tolerancia

aumentada ao Cd e As (KIM et al, 2005) sem qualquer aumento no acumulo.
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Entretanto, Singh e colaboradores (2008) registraram o0 aumento de acimulo de As (111)
por S. cerevisiae recombinante expressando as PC sintases de Arabdopsis thaliana.

Outra via de detoxifica¢do intracelular consiste na formagéo de sulfeto a partir
de sulfato extracelular, sendo que o primeiro age como um doador de elétrons para
reducdo de As (V) (ROCHETTE et al., 2000). Esta via foi descrita por Thomas &
Surdinkerjan (1997) e estd presente em Candida glabrata. Em alguns eucariotos, a
incorporacdo de sulfeto para formar um complexo sulfeto-metal-PC de alto peso
molecular mais estavel no vacuolo, tém sido demonstrado (KNEER & ZENK, 1997;
MENDOZA-COZATL & MORENO-SANCHEZ, 2005; MENDOZA-COZATL, 2006).
Além disso, a formacdo de particulas de sulfeto de metal em Schizosaccharomyces
pombe é também parte da detoxificacdo intracelular (DAMERON & WINGE, 1990;
KRUMOV et al., 2007). Por outro lado, as fitoquelatinas (PC) sdo pequenos peptideos
ricos em cisteinas, amplamente encontrados em plantas e leveduras, e tém sido
mostradas ligarem-se ao As (I11) eficientemente (MAITANI et al., 1996; SCHMOGER
et al., 2000; WUNSCHMANN et al., 2007).

4.10.2.4 Resisténcia ao arsénio via transporte intracelular e extracelular

S. cerevisiae tem dois mecanismos diferentes para reduzir a citotoxicidade ao
arsenito. Um deles é por meio da bomba de efluxo de arsenito Arr3p, a qual transporta
os complexos As(I11)-GSH para fora da membrana citoplasmatica. A super expressao de
Arr3p na levedura resulta em tolerancia ao As (l1l) (BOBROWICZ et al., 1997),
enquanto a delecdo de ARR3 resulta na sensibilidade a ambos As (V) e As (ll)
(WYSOCKI et al., 1997; WYSOCKI et al., 2001; GHOSH et al., 1999). Ja a proteina
Ycflp associada com a membrana vacuolar é um membro da superfamilia de
transportadores ABC que séo responsaveis pelo transporte intracelular dependente de
ATP de uma ampla gama de substratos conjugados a GSH (tal como, As(GS)3) para
dentro do vactolo. Ambos 0s mecanismos sdo essenciais para sobrevivéncia em altas
concentracdes de arsénio, assim a delecdo do gene YCF1 resulta em hipersensibilidade
ao arsénio. Analises genéticas posteriores suportam a hipdtese de que essas duas vias
funcionam de maneira sinérgica ao mostrarem uma hipersensibilidade aditiva das

células de leveduras ao arsénio em um mutante faltando ambos os genes. Enquanto S.
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cerevisiae transporta o complexo GSH-As para dentro do vacuolo, S.pombe transporta
os complexos de alto peso molecular PC-Cd-S para dentro do vaclolo via o
transportador Hmtl (ORTIZ et al., 1995).

4.11 Capacidade de remocdo de metais pesados e metaldides por leveduras e
fungos filamentosos

Os microrganismos possuem Varios mecanismos para responder ao estresse por
metais pesados, tais como: transporte através da membrana celular, biossorcdo na
parede celular e aprisionamento em capsulas extracelulares, precipitacdo e reacfes de
complexagéo e oxi-reducéo (RAI et al., 1981; MACASKIE & DEAN, 1989; HUANG et
al., 1990; AVERY & TOBIN, 1993; BRADY & DUNCAN, 1994; BRADY et al., 1994;
KRAUTER et al., 1996; VEGLIO et al., 1997). Os microrganismos sdo capazes de
incorporar metais pesados de solugbes aquosas, especialmente quando as concentracoes
dos metais no efluente variam de menos do que um até cerca de 20 mg/L (BRIERLEY,
1990). Aliando-se a flexibilidade dos microrganismos para lidar com o0s varios
parametros fisico-quimicos dos efluentes a seletividade dos mesmos para remover
apenas 0s metais e metaldides desejados e 0 baixo custo desse processo, tém-se entdo,
um método alternativo de biorremediacdo bastante vantajoso. Algumas interacdes
fisico-quimicas podem estar indiretamente ligadas ao metabolismo, especialmente via
sintese de constituintes celulares ou metabolitos que podem atuar como eficientes
quelantes de metais, tais como: glutationa, fitoquelatinas e metalotioneinas (VOLESKY
& MAY-PHILLIPS, 1995).

As leveduras sdo capazes de acumular grandes quantidades de metais pesados a
partir do meio aquoso (GADD, 1986). Entre elas, S. cerevisiae tem sido bastante
utilizada em ensaios de biorremediacdo de metais pesados (WANG & CHEN, 2006) tais
como, ensaios de biossorcdo de Cd (VASUDEVAN et al., 2003; GOKSUNGUR et al.,
2005; GOMES et al., 2002; PARK et al., 2003) e do metaldide As (NGUYEN-NHU &
KNOOPS, 2002). A biomassa de fungos filamentosos dos géneros Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus, Mucor e Trichoderma podem remover metais pesados de
solucgdes aquosas, podendo ser utilizada viva ou morta na biossorcdo de ions metalicos
(GADD, 1990). Os fungos filamentosos Aspergillus niger e Phanerochaete

chrysosporium e as leveduras Saccharomycopsis lypolitica e S. cerevisiae foram
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utilizados em estudo de biossorcdo de metais pesados de solucGes aquosas e
apresentaram potencial para serem usados na descontaminagdo de efluentes contendo
metais pesados (MIHOVA & GODJEVARGOVA, 2000). Lo e colaboradores (1999),
em um estudo utilizando a biomassa de uma linhagem do fungo filamentoso Mucor
rouxii, observaram a seletividade dessa biomassa para a biossorgdo de Pb** na presenca
de outros fons como Zn?*, Ni** e Cu?* mostrando potencial para remocéo de Pb** de
efluentes contaminados. Pokherl & Viraraghavan (2006) utilizaram biomassa ndo viavel
de A. niger coberta com 6xido de ferro para avaliar seu potencial na remocao de arsénio
a partir de solugbes aquosas esta biomassa apresentou remo¢do maxima de
aproximadamente 95% de As (V) e 75% de As (l1I) em pH 6,0. As capacidades de
remocdo de cadmio por fungos filamentosos, isolados de solos contaminados em La
Plata na Argentina, foram avaliadas para as seguintes espécies: A. terreus,
Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporum, Gliocladium roseum, Penicillium
spp., Talaromyces helicus e Trichoderma koningii. Segundo os autores, os fungos
avaliados nesse trabalho poderiam ser utilizados como biorremediadores para melhorar
a desintoxicacdo de Cd de ambientes contaminados (MASSACCESI et al., 2002).
Donmez & Aksu (2001) utilizaram Candida spp. para remocao de Ni de efluentes. Os
autores observaram que o0 processo de remocdo do metal foi influenciado pela
concentracdo inicial do metal na solucdo e tambem pelo pH da mesma. Karna e
colaboradores (1996) observaram em um estudo utilizando Neurospora crassa para
remocdo de Co da solucdo que o meio de cultura utilizado para crescimento prévio do
fungo influenciou na capacidade de remocéo do metal.

Para fungos e leveduras, a toxicidade dos metais pesados modifica a atividade
biologica de componentes celulares como &cidos nucléicos, enzimas, aminoacidos e
lipideos (BRENNAN & SCHIESTL, 1996; ROMANDINI et al, 1992). Os ions
metalicos podem ter efeitos toxicos quando se acumulam em niveis extremamente altos.
Os excessos de Fe e Cu podem gerar espécies reativas de oxigénio que degradam
macromoléculas como DNA, proteinas e lipideos. Os metais podem também inibir
processos bioquimicos competindo com outros ions pelo sitio ativo das enzimas,
transportadores intracelulares e outros ligantes de importancia biolégica (ALBERTINI,
1999; ASSMANN et al, 1996; SILVA, 2001).

Outra caracteristica importante que confere a algumas leveduras e fungos

filamentosos potencial para uso na biorremediacao ¢ a capacidade de desenvolverem-se
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em condigdes adversas, como baixos e altos valores de pH, baixas temperaturas,
pressdes extremas, baixa umidade e alta salinidade (RASPOR & ZUPAN, 2006).

A utilizacdo do potencial biotecnolégico da tecnologia de biossorcdo para
remocao de metais ou metaldides depende da eficiéncia da regeneracdo do biossorvente
apos a dessorcao do metal ou metaldide. Portanto, a recuperacdo do metal ou metaldide
a partir da biomassa por agentes que sejam baratos e que ndo destruam a biomassa para
que possa ser reutilizada em novos ciclos de biossorcdo é essencial. As vezes a eluigdo
seletiva do metal é desejavel e pode ser alcancada pela compreensdo do mecanismo de
seqliestro do metal. Observou-se que para 0s ions de metais ou metaldides que
apresentam uma grande dependéncia de pH para a ligacdo a biomassa, a dessorcdao dos
jons ligados pode ser feita por meio de adjuste de pH (GUPTA et al., 2000).

4.12 Diversidades de leveduras e fungos filamentosos em ambientes contaminados
com metais e metaldides

A diversidade metabdlica dos microrganismos torna-os capazes de sobreviver
em quase todos ambientes tais como: sedimentos e corpos d’ dgua contaminados com
metais pesados, regides polares, fossas marinhas e regides de clima arido dentre outros.
Os microrganismos afetam a mobilidade nos solos e corpos d” d4gua dos metais pesados
por meio de reacOes de oxidacdo e reducdo realizadas pelos mesmos (LOVLEY, 2001).

Estudos recentes mostram que linhagens de leveduras e fungos filmentosos
isoladas de solos e efluentes contaminados apresentam capacidades excelentes de
remover quantidades significativas de metais pesados e metaldides de &guas
superficiais, subterraneas e efluentes industriais. Neste contexto, o estudo da
diversidade de leveduras e fungos filamentosos torna-se relevante pela possibilidade de
encontrar espécies novas presentes nesses ambientes e de seus potenciais
biotecnologicos (MALIK, 2004).

Investigacbes no Rio Tinto, localizado na Espanha, que apresenta alta
contaminacdo com metais pesados e metaldides (As, Cu, Cr, Zn) e alta acidez,
revelaram uma diversidade de microrganismos eucariotos que superou a dos
microrganismos procariotos (ZETTLER et al., 2002). Entre os eucariotos, os fungos
parecem desempenhar um papel importante em ambientes com baixo pH, pois junto

com outros microrganismos eles sdo capazes de formar biofilmes na superficie de
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substratos como as rochas. Os biofilmes sdo sitios de precipitacdo de metais e minerais
e fornecem um substrato para outras populacdes microbianas (GONZALEZ-TORIL et
al., 2003). Os fungos apresentam resisténcia aos metais e podem sequestra-los
especificamente (DURAN et al., 1999). Tais propriedades sio importantes para o
ecossistema inteiro, pois 0 sequestro de metais pode permitir a sobrevivéncia e
proliferacdo de espécies menos tolerantes. Além disso, mostrou-se que a oxidacdo do
jon ferroso feita por Thiobacillus ferrooxidans foi estimulada pela levedura
basidiomicética Rhodotorula mucilaginosa (FOURNIER et al., 1999). A diversidade de
microeucariotos em S& Domingos, em uma mina abandonada localizada em Portugal,
também dentro do Cinturdo Ibérico de Pirita como a regido do rio Tinto na Espanha
(GADANHO & SAMPAIO, 2006). Descobriu-se que varias espécies microbianas
presentes no Rio Tinto, estavam também presentes em Sdo Domingos, sugerindo que
algumas espécies desenvolveram adaptacGes para meio acidicos contendo altas
concentracdes de metais pesados (GADANHO et al., 2006).

As leveduras sdo definidas como fungos pertencentes aos filos Ascomycota ou
Basidiomycota que geralmente apresentam o brotamento ou fissdo como meio de
reproducdo assexuada, e que apresentam estagios sexuais ndo fechados em corpos de
frutificacdo (Kurtzman et al., 2011). O crescimento unicelular ¢ bem adequado para
explorar substratos liquidos ou para crescer em habitats com alta umidade. A
ubiquidade de leveduras é demonstrada pelo seu isolamento de varios meios, como solo,
agua (marinha ou doce), filoplanos ou outros habitas associados a plantas e animais
(LACHANCE & STARMER, 1998). Entretanto, estudos sobre a ocorréncia de
leveduras em ambientes extremos sdo escassos. Os registros disponiveis citam
psicrofilos (NAKAGAWA et al., 2004), ambientes abissais de oceanos (NAGAHAMA
et al.,, 2001), fossas hidrotemais (GADANHO & SAMPAIO, 2005) e nos meios
aquaticos hiperacidicos do Rio Tinto (LOPEZ et al., 2001; 2004) e de Sdo Domingos
(GADANHO & SAMPAIO, 2006).

As leveduras freqientemente tornam-se 0s microrganismos predominantes em
corpos d'agua contaminados com metais pesados (HAGLER & MENDONCA-
HAGLER, 1981). Candida spp. foram isoladas de efluentes de siderurgicas e de
sedimentos acidicos de minas (SUIHKO & HOEKSTRA, 1999; LOPEZ-ARCHILLA et
al., 2004).
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4.13 Imobilizacdo de células microbianas

As leveduras e os fungos filamentosos imobilizados tém-se mostrado como
6timos ligantes de metais ou metal6ides presentes em aguas industriais, devido ao maior
poder de adesdo conferida as células (FRY & MELHORN, 1994; WANG & CHEN,
2006). A imobilizacdo de material biol6gico é um método alternativo de tratamento de
aguas residuais, aplicado em conjunto com métodos convencionais para tratamento de
agua contaminada com metais pesados (COSTA & FRANCA, 1996). Todos esses
sistemas de células imobilizadas constam da utilizacdo de substratos baratos e
obtiveram bons resultados na producdo de enzimas, devido a facilidade de manuseio e
baixo custo para as industrias, sobretudo quando comparados aos sistemas que utilizam
células livres (COSTA & FRANCA, 1996). Segundo Hartmeier (1988), existem seis
métodos de imobilizacdo aplicados para células viaveis ou ndo, enzimas ou organelas,
que sdo: adsorcdo, ligacdo ibnica, ligacdo covalente com e sem espacamento, ligacao
cruzada, confinamento em membrana e por encapsulamento numa matriz polimérica.
Estes métodos podem ser combinados entre si, originando novas técnicas.

No método de adsorcdo, as células sdo ligadas diretamente ao suporte a partir
de forcas de van der Waals ou ligagdes de hidrogénio, com pouca alteragdo da estrutura
celular (KOLOT, 1981). Uma das limitacdes deste método € a ocorréncia de dessorcao
das celulas do suporte durante o processo de lavagem e operacdo. A ligacdo cruzada é
outro método de imobilizacdo onde ocorrem ligacdes intermoleculares entre as células
microbianas ou destas ao suporte, com o auxilio de um agente reticulante formando uma
rede polimérica insolivel; geralmente é utilizado o glutaraldeido. Nos métodos de
encapsulamento e confinamento em membrana, as células ficam presas nos intersticios
de um gel ou encapsuladas por uma membrana semipermeavel, respectivamente,
minimizando a perda de células. Uma das limitacGes deste método é que a difusdo do
substrato para o interior das células é prejudicada, devido a barreira fisica do gel.

As matrizes de suporte utilizadas para a imobilizacdo de células podem ser
organicas ou inorganicas (KOLOT, 1981). Dentre as organicas, as mais utilizadas sdo:
alginato, k- carrageno, pectina, agar, celulose (polissacarideos); colageno e gelatina
(proteinas); e resinas fendlicas, poliestireno, poliacrilamida, cloreto de polivinila e
resinas de troca idnica (polimeros sintéticos). As inorganicas mais utilizadas sao:

alumina, silica, vidro, zircdnia e aco inoxidavel. Outros suportes também utilizados sdo

48



0s Oxidos de titanio, ceramica monolitica (GHOMMIDH, 1982), fibras de
polipropileno, serragem, zedlitas, celite, bagaco, fragmentos de madeira e palha
(KOLOT, 1981), argila montmorilonita, crisotila e vermiculita (ZEROUAL et al.,
2001).

A escolha do suporte a ser empregado na imobilizagdo de células vidveis deve
seguir alguns critérios basicos, quais sejam: atoxidade, ndo exercer influéncia negativa
no metabolismo celular, elevada capacidade de retencdo microbiana, ser quimica e
bioguimicamente inerte, conferir estabilidade na temperatura e pH de operacéo, alta
difusdo de reagentes e produtos, resisténcia mecanica adequada as necessidades do
processo, facilidade de conformacdo em tamanho e formas especificas, possibilidade de
regeneracao e baixo custo (GHOMMIDH, 1982; HARTMEIER, 1988).

Vaérios beneficios tém sido sugeridos para o uso de células imobilizadas
(CASSIDY E TREVORS, 1996; DWYER et al, 1986). S&o eles: aumento da
estabilidade e atividade metabdlica; protecdo dos efeitos adversos de fatores bidticos
(predadores) e abioticos (pH, temperatura, umidade, disponibilidade de oxigénio,
disponibilidade de nutrientes e presenca de substancias toxicas); maior viabilidade
celular, permitindo o estoque prolongado dos inoculantes e a producdo em grande
quantidade; facilidade de contencdo das células microbianas em caso de acidente;
possibilidade reduzida de contaminacdo do inoculante durante o estoque, transporte e
aplicacdo quando comparado a células livres. Por outro lado, a tecnologia de
imobilizacdo pode apresentar algumas limitacGes. Em algumas situac6es, a difusdo de
gases e solutos para o interior das cadpsulas pode ser restringida (GUISELEY, 1989);
alteracdes morfologicas e/ou metabdlicas das células microbianas podem ter efeitos
deletérios ao processo catalitico (KEWELOH et al., 1989, SHREVE E VOGEL, 1993);
as células microbianas podem nédo estabelecer coldnias fora das capsulas, requerendo
repetidas aplicacdes do inoculante; e as células podem ter a sua taxa de crescimento no
interior das capsulas alterada (BABU et al., 1992).

Uma das matrizes que tém sido usadas para biossor¢éo de metais por ambas as
células vivas ou mortas por meio do aprisionamento das mesmas na matriz insoltvel é o
alginato de calcio. Colunas de leito fixo de células de Chlorella vulgaris e Spirulina
platensis imobilizadas em Ca-alginato foram usadas com sucesso para recuperar ouro de
solucgdes contendo AuCl, e outros sais (BEVERIDGE, 1985).
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A utilizacdo de células imobilizadas por encapsulamento em polimeros
naturais, tais como o alginato e k-carrageno, apresenta caracteristicas que facilitam a
introducdo e estabelecimento do microrganismo no ambiente poluido. McLoughlin
(1994) sugeriu que o micro ambiente fornecido pelas cépsulas pode inicialmente
proteger as celulas das flutuagdes das condicBes ambientais externas. Isto pode
aumentar a sobrevivéncia e atividade metabdlica das células por periodos prolongados,
sendo 0s microrganismos liberados lentamente das capsulas ap6s a adaptacdo as
condicbes do novo ambiente. A incorporagdo de argilas, nutrientes e gomas nas
capsulas pode aumentar a resisténcia mecanica das capsulas e a sobrevivéncia dos
microrganismos encapsulados (JUNG et al., 1982; ENGLAND et al., 1993).

4.14 As esferas macroporosas de alumina ativada

A alumina ativada € outro adsorvente que apresenta grande afinidade por
varios poluentes organicos e inorganicos e pode ser facilmente regenerada e reutilizada.
Registrou-se que a alumina ativada foi eficiente na remocdo de As (V)
(CHAKRABOTTI et al., 1999; SINGH et al., 2001).

Segundo Singh e Pant (2004) a alumina ativada é um adsorvente adequado para
remocdo de As (111) a partir da agua potavel. Em um estudo realizado por estes autores a
adsorcao foi influenciada pelo pH, tempo de contato e a quantidade de alumina ativada
utilizada. Um maximo de 96,2% de remocao de As (I11) foi encontrado em pH 7,6. Os
resultados desse trabalho sugerem que a remocdo de As (II1) por meio de alumina
ativada é um processo complexo, no qual a adsor¢édo de superficie e difusdo do ion do
metaldide no interior das particulas influenciaram na velocidade de remocdao de As (111);
além disso o processo de adsorcdo foi espontaneo e diminuiu com o aumento de
temperatura, 0 que mostrou a natureza exotérmica da adsorcdo. Considerando estas
caracteristicas, a alumina tem sido utilizada na confeccéo de esferas, as quais podem ser
utilizadas na remocdo de metais diretamente, ou ap0s a incorporacdo de células
microbianas.

As esferas macroporosas de alumina ativada usadas neste trabalho sdo uma
mistura de hidroxido de aluminio com alumina de transicdo. O hidréxido de aluminio &,
normalmente, denominado como 0xido hidratado de aluminio, Al,03.xH20. Ele contém

teores variados de agua em sua rede estrutural que dependem das suas condicdes de
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sintese como pH e temperatura. Estes Oxidos hidratados podem conter uma mélecula de
agua na forma de a-Al,03.H,0O, denominada bohemita ou na forma de B-Al,03.H,0,
denominada diaspora e trés moléculas de agua nas formas de a- Al,03.3H,0,
denominada hidrargilita ou gibbisita; f-Al,03.3H,0 , denominada bayerita; ¢ nova [3-
Al,03.3H,0, denominda nordstrandita. Estes 6xidos hidratados podem ser obtidos a
partir da precipitacdo quimica de sais de aluminio e de aluminatos alcalinos em
condicBes de temperatura que inibam o crescimento das particulas hidratadas, de modo
a preservar sua caracteristica coloidal na forma de gel. As particulas coloidais do gel de
alumina sdo altamente hidrofilicas, caracteristica esta que favorece a difusdo de céations
de metais pesados até os sitios ativos (SENT et al., 2002).

Quando o gel de alumina sofre tratamento térmico em temperaturas crescentes,
mas inferiores a 1.200 °C, ele perde a 4gua estrutural e assume modificacdes estruturais
que passam a ser denominadas de alumina de transicdo. Neste trabalho, obtiveram-se
predominantemente a alumina de transicdo y- Al,Os. As particulas ultrafinas desta
alumina de transicdo possuem elevada superficie especifica de 100 a 300 m?/g. Esta
alumina tem elevada capacidade de reidratacdo sem destruir seu arranjo estrutural de
rede original e sem mostrar nenhum inchamento (FREITAS, 2006).

A mistura de um gel de alumina com alumina de transicédo apresenta, portanto,
uma fina estrutura de poros que facilita a difus@o de ions metalicos até os sitios ativos
(KIRK & OTHMER, 1967); elevada hidrofilicidade causada pela natureza polar da
superficie da alumina que, também, facilita a difusdo de ions metalicos até os sitios
ativos (KIRK & OTHMER, 1963) e uma composicao quimica que torna o adsorvente
capaz de adsorver seletivamente metais pesados, ja que ele possui 0s grupos funcionais
Al-OH, denominados alumindis, em sua superficie, 0s quais podem reagir tanto com
meios acidos quanto com meios basicos, embora a carga superficial da alumina seja
positiva (YABE & OLIVEIRA, 2003; KOSMULSKI, 1996). Outra vantagem é a
presenca dos grupos funcionais Al-OH na superficie da particula de alumina, que
propicia a formacdo de complexos com os metais pesados sem depender da presenca de
outros anions complexantes (YABE & OLIVEIRA, 2003; KOSMULSKI, 1996; SEN et
al., 2002). Esta bem estabelecido que a adsorcéo de ions metalicos em solucdo aquosa
pela alumina é controlada pelo acesso aos grupos funcionais alumindis ou a outros

grupos funcionais adicionados intencionalmente a superficie da alumina e pelo valor de
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pH da solucdo (YABE & OLIVEIRA, 2003; KOSMULSKI, 1996; SEN et al., 2002;
ARIAS et al., 2002).

As esferas macroporosas de alumina ativada podem ser usadas na forma gel,
logo apds a precipitacdo em meio amoniacal e sucessivas lavagens com &gua destilada.
Além disso, as esferas macroporosas de alumina ativada podem ser calcinadas em
diferentes temperaturas, o que permite a formacdo de diferentes porosidades nas
mesmas com diferentes caracteristicas como resisténcia a fratura, densidade, volume
total de poros e superficie especifica.

Outra vantagem das esferas macroporosas de alumina ativada é a existéncia de
macroporos na superficie e interior das mesmas que possibilita a imobilizacdo de
microrganismos, como as leveduras. Uma vez imobilizadas, as leveduras podem ser
empacotadas em colunas de leito fixo e mais facilmente manuseadas, além é claro de
apresentarem sitios ativos adicionais aos presentes nas esferas, 0s quais podem ter efeito

aditivo na adsorcéo de metais pesados e metaloides.

4.15 Parametros importantes e influentes na capacidade de captura de metais
pesados e metaldides pelo adsorvente

A adsorc¢éo ocorre quando colocamos em contato um adsorvente e uma solugcao
aquosa contendo, como adsorvatos, ions ou moléculas de metais pesados ou metaloides.
Tal fendmeno é dependente de gradientes de concentracdes de metais pesados ou
metaldides e da facilidade de difusdo destes dentro do adsorvente (FREITAS et al.,
2006).

Portanto, a extensdo da adsorcdo de um adsorvato em um adsorvente, sob
condicdes especificas, é caracteristica de cada sistema adsorvente-adsorvato. Estas
condicBes especificas sdo: a temperatura, a concentracdo de metais ou metaldides, o
valor de pH, os tipos de anions e cations presentes, o tamanho de particula do
adsorvente, a acessibilidade aos poros, a forca ibnica, os ions competidores pelos sitios
de ligacdo ao adsorvente, a agitacdo do sistema adsorvente-fluido e a forma de
montagem do sistema de adsorcdo em batelada, em colunas de leito fixo ou em colunas
de leito fluidizado (FREITAS et al., 2006).
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4.15.1 Formagéo de complexos no sistema adsorvente-adsorvato

A difusdo do adsorvato através da rede de microporos do adsorvente até 0s
sitios ativos depende do tamanho e forma do ion ou molécula do adsorvato. Isto
significa que se deve ter condi¢cdes de pH, temperatura e concentrac@es de ions, dentre
outras, apropriadas para ter formas complexadas dos adsorvatos que facilitem o seu
acesso aos sitios ativos. Assim, formas complexadas dos adsorvatos sdo importantes na
solubilidade das mesmas, mas também no tamanho e formato do complexo resultante, ja
que elas difundem através da rede de microporos do adsorvente até os sitios ativos
(FREITAS, 2006).

Os termos complexos de esfera interna e complexos de esfera externa sé&o
usados para distinguir a natureza da ligacdo adsorvato-adsorvente, se
predominantemente covalente (complexos de esfera interna, caracteristicos de metais da
primeira e segunda série de transicdo) ou eletrostatica (complexos de esfera externa). Os
ligantes com natureza covalente atuam em uma posi¢do imediatamente adjacente ao
cation metalico. Nos ligantes com natureza eletrostatica, os ions de carga oposta sao
atraidos e aproximam-se uns dos outros até uma distancia critica, formando
efetivamente um par de ions. Em complexos de esfera externa, o ion metalico ou os
ligantes ou ambos geralmente retém suas adguas de coordenacdo quando o complexo é
formado, isto €, o ion metalico e o ligante sdo mais frequentemente separados por uma
ou mais moléculas de dgua (AHMED et al., 1998; DAVIS et al., 2003; PADILHA et al.,
2005; COTTON & WILKINSON et al., 1980; BUTTLER, 1964).

4.15.2 Influéncia do valor de pH na capacidade adsortiva do sistema adsorvente-

adsorvato

O pH da solucdo do metal ou metaldide (adsorvato) é de extrema importancia
no processo de adsorcado, pois é ele que define o tipo de espécies quimicas presentes.
Por exemplo, complexos metéalicos de As (111) ou As (V), variam em tamanho podendo

obstruir, total ou parcialmente, a microporosidade do adsorvente, o que refletiria na
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capacidade total de adsor¢do de cada uma destas espécies quimicas, assim como
diminuiria suas afinidades pelos sitios ativos nos adsorventes (FREITAS et al., 2006).

Outro efeito do valor de pH é a promogdo da ionizagdo dos sitios ativos no
adsorvente, a qual pode ter efeito na atracdo ou repulsdo dos ions presentes na fase
aquosa. O valor de pH influencia a elui¢do (dessor¢cdo) do metal pesado ou metaldide.
Neste caso, é importante aumentar o pH de modo a favorecer a competicdo dos ions
OH" com os ions As (V) adsorvidos, o que favorece o retorno dos anions do metaldide a
solucgdo aquosa (FREITAS, 2006).

4.15.3 Influéncia da concentracdo de metais pesados ou metal6ides na capacidade
adsortiva do sistema adsorvente-adsorvato

A forca promotora de ligacio de ions HsO", OH™ e dos ions metalicos presentes
numa solucdo aquosa a um sitio ativo é a diferenca de concentracdo de um ion em
relagio ao outro (MATHEICAL et al., 1999; CRUZ, 2004). Isto significa que a
determinacdo da afinidade e a competitividade de um cation ou &nion de metaldide em
relacio a outro pelos sitios ativos do adsorvente demanda que ambos estejam
distribuidos de modo equimolar na solugdo aquosa ou que a concentracdo de um
aumente em relacdo a do outro ou que o perfil de adsorcdo seja feito para cada ion
individualmente (no qual se considera a influéncia da relacdo tamanho do ion aquoso
Versus acesso aos sitios ativos), nas mesmas condicoes experimentais (temperatura, pH),
de modo a avaliar a maxima capacidade de adsor¢éo deste ion particular com o aumento

da concentracdo de metal ou metaldide na solugcdo aquosa (FREITAS, 2006).

4.15.4 Influéncia da temperatura na capacidade adsortiva do sistema adsorvente-

adsorvato

A temperatura do meio de adsorcdo pode ser importante para mecanismos
dependentes de energia. A maioria dos mecanismos envolvidos em adsorcdo sdo
processos exotérmicos, nos quais um aumento de temperatura pode diminuir a

capacidade adsortiva. Considera-se, no entanto, que sendo 0 processo exotérmico ou
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endotérmico, um aumento de temperatura pode favorecer um deslocamento das
moléculas de dgua dos aqua-ions, diminuindo o seu raio de hidratagdo, o que favorece a
difusdo deste aqua-ion, viabilizando a sua captura por sitios ativos antes indisponiveis e,
com isto, aumentando a capacidade de captura de metais pesados ou metaldides pelo
adsorvente (INGLEZAKIS et al., 2004; EL-KAMASH et al., 2005). Constata-se, no
entanto, que a capacidade adsortiva parece ndo ser afetada na faixa de temperatura entre
20 °C e 35 °C (FREITAS, 2006).

4.15.5 Influéncia da forca i6nica na capacidade adsortiva do sistema adsorvente-
adsorvato

A presenca de altas concentragdes do eletrolito fosfato num meio aquoso,
contendo ions As (V), gera alta forca i6nica, 0 que reduz a captura do metaldide pelo
adsorvente. Assim, a mudanca da forca iénica influencia a adsor¢do no minimo de duas
maneiras: por afetar o potencial interfacial e, portanto, a atividade dos ions do eletrolito
e da adsorcéo e por afetar a competicdo dos ions do eletrélito e anions de adsorcdo pelos
sitios de adsorcdo disponiveis. O fosfato ndo sera ligado covalentemente e, portanto,
ndo competira diretamente com a ligacdo covalente do metaldide pelo adsorvente. Logo,
o efeito da forca ibnica pode ser explicado como resultado da competicdo de ions
fosfato com os ions As (V) por ligacdes eletrostaticas ao adsorvente (FREITAS, 2006).

Em processos reais, diferentes espécies de sais estdo misturadas num efluente
aquoso, aumentando a sua resisténcia iénica. Em alta forca ibnica, sitios de adsor¢édo
sdo circundados por ions de carga contraria, no qual eles perdem parcialmente, sua
carga, e isto enfraquece a forca de ligacdo por uma interacdo eletrostatica. Assim, este
efeito pode tornar o mecanismo de troca i6nica inativo entre o ion do metal ou do
metaldide e os sitios ativos do adsorvente (JEON et al., 2005; FIOL et al., 2006;
MATHEICKAL et al., 1999).
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4.15.6 Influéncia do tamanho de particula do adsorvente na capacidade adsortiva
do sistema adsorvente-adsorvato

O processo de adsorcdo tem sua eficiéncia aumentada quando as particulas do
adsorvente com o menor tamanho possivel sdo aglomeradas preferencialmente de forma
esférica, sendo facilmente acessadas pelos ions de metal pesado ou metaldide, para
permitir o maximo de adsorcdo em seus sitios ativos. Acrescenta-se a isto, a necessidade
de inibir a lixiviacdo de constituintes importantes destas particulas que possam diminuir
a capacidade adsortiva das particulas adsorventes por meio da perda de sitios ativos
nestes constituintes ou por meio do bloqueio de poros entre as particulas, causado por
tais constituintes. Este fato inibe a difusdo de metais pesados e metaldides até os sitios
ativos remanescentes na particula adsorvente (FREITAS, 2006).
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5. Objetivos

5.1 Objetivo Geral

Estudar a diversidade de leveduras e fungos filamentosos presentes em corpos
d*agua na regido do Corrego da Mina (Nova Lima/MG) e usar leveduras selecionadas
tolerantes ao arsénio como biossorventes na forma de células livres e imobilizadas em

esferas macroporosas de alumina ativada.

5.2 Objetivos Especificos

- Produzir esferas macroporosas de alumina gama ativada;

- Caracterizar as esferas produzidas quanto a resisténcia mecénica, porosidade

e distribuicdo de tamanho de poros, fases presentes e presenca de grupos funcionais;

- Realizar estudos de adsorcdo de arsénio usando as esferas macroporosas de

alumina gama ativada;

- Isolar, identificar e analisar a diversidade de leveduras e fungos filamentosos

presentes nas amostras de agua contaminadas com arsénio;

- Verificar a influéncia da exposicdo as concentracdes crescentes de As (V)

sobre o crescimento de leveduras e fungos filamentosos;

- Avaliar a influéncia de As (V) nos niveis de residuos sulfrilicos totais das

leveduras selecionadas;

- Imobilizar as leveduras selecionadas em esferas macroporosas de alumina

ativada e determinar a eficiéncia de remocao de arsénio.
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6. Materiais e Métodos

6.1 Isolamento e identificacdo de leveduras e fungos filamentosos da regido do
Corrego da Mina

6.1.1 Amostragem

Trés amostras de adgua foram coletadas em cada um dos trés pontos na regido
do Corrego da Mina em Nova Lima-MG, sendo dois destes dentro do sistema de
tratamento de rejeitos da mineradora AngloGold Ashanti. O ponto 1 foi denominado de
lagoa de contencdo de rejeitos Cucuruto, o ponto 2 foi denominado lago final do sistema
de tratamento e o ponto 3 foi denominado Corrego da Mina. As amostras de dgua foram
coletadas por trimestre durante o periodo de um ano, perfazendo um total de 36
amostras, sendo que a primeira coleta foi realizada em julho de 2007, a segunda em
outubro de 2007, a terceira em fevereiro de 2008 e a quarta em maio de 2008. As
amostras foram acondicionadas em frascos estéreis e transportadas sob refrigeracéo para
o Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de Leveduras — ICB/UFMG e processadas
em um periodo maximo de 24h apés a coleta. As amostras tambem foram caracterizadas
quanto ao pH e as concentracdes de arsénio (As) total, por meio de espectroscopia de

absorcéo atdmica.

6.1.2 Isolamento de leveduras e fungos filamentosos

Uma aliquota de 0,1 mL das amostras de agua foi plaqueada em triplicata no
meio &gar extrato de malte — YMA (peptona 0,5 %, extrato de levedura 0,3%, extrato de
malte 0,3%, glicose 1,0% e agar 2,0%), adicionado de 200 mg/L de cloranfenicol.
Paralelamente, amostras de agua de 1 e 10 mL foram filtradas em triplicata em
membranas estéreis de 0,45 pum com auxilio de uma bomba de vacuo. As membranas
foram colocadas na superficie do meio de cultura agar extrato de malte — YMA,
acrescido de 200 mg/L de cloranfenicol. As placas foram incubadas em aerobiose por
até sete dias a 28 °C. Os diferentes isolados de leveduras foram contados, purificados,
codificados sequencialmente e preservados em criotubos (1,5 mL) contendo caldo
GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 0,3% e fosfato
monobasico de potassio 0,01%) adicionado de glicerol estéril na concentracéo final de
15% (v/v). Os diferentes isolados de fungos filamentosos foram contados, purificados e
codificados sequencialmente. Todos os diferentes isolados de fungos filamentosos

foram armazenados em agua destilada estéril (CASTELLANI, 1967) e mantidos por
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repiques sucessivos em agar fubd a 4 °C, os isolados de fungos filamentosos também
foram preservados em criotubos (1,5 mL) contendo caldo YM (peptona 0,5 %, extrato
de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%, glicose 1,0%) adicionado de glicerol estéril
na concentracdo final de 15% (v/v). Os criotubos foram armazenados a -80 °C na
Colecdo de Microrganismos e Células do ICB-UFMG. A quantificacdo dos diferentes
isolados de leveduras e fungos filamentosos foi expressa em unidades formadoras de
colénia por litro (UFC/L) da amostra de agua analisada.

6.2 ldentificacdo das leveduras por métodos dependentes de cultivo

A identificacdo das leveduras isoladas foi realizada com base em critérios
morfologicos e testes fisioldgicos, com auxilio das chaves presentes em Kurtzman e
colaboradores (2011). A seguir foi realizada PCR fingerprinting para agrupamento dos
isolados por perfil de bandeamento, segundo Silva-Filho et al. (2005), seguida de
sequénciamento da regido D1/D2 do gene 26S rRNA de representantes de cada grupo
segundo Kurtzman & Robnett (1998). A extracdo de DNA dos isolados foi realizada
segundo o protocolo descrito por De Barros Lopes et al. (1996). Para tanto, uma colénia
isolada de cada cultura pura, cultivada em agar YM por 24h a 28 °C foi suspendida em
100 pL de Triton X-100 0,7% (v/v) (Sigma) e aquecida a 100 °C por 10 min. As

suspensdes contendo o DNA foram armazenadas a -20 °C.

6.2.1 Amplificacdo pela PCR fingerprinting com uso do iniciador (GTG)s

Os grupos de leveduras formados com base em critérios morfoldgicos e testes
fisiologicos foram submetidos a PCR fingerprinting para agrupamento por perfil de
bandeamento utilizando o iniciador (GTG)s (5"-GTGGTGGTGGTGGTG-3"). A reacao
de PCR foi realizada em um volume final de 25 pL contendo 2,5 uL de tampdo 10X,
1,5 uL de MgCl; 25 mM, 1 uL de dNTP 10 mM (2,5 mM cada), 1 uL do iniciador
(GTG)s a 10 pmol/uL (MWG Biotech), 1 a 5 pL. do DNA (50-500 ng), 0,2 uL de Taq
DNA polimerase (5 U/uL) e &gua deionizada estéril g.s.p 25 pL. As reacbes de PCR
foram realizadas utilizando o termociclador PCR Express (Thermo Hybaid). O

programa de ciclagem consistiu de uma desnaturacdo inicial a 94° C por 5 minutos,
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seguido por 40 ciclos de 15 segundos de desnaturagdo a 94° C, 45 segundos de
anelamento do iniciador a 55° C e 90 segundos de extensdo a 72° C, e uma extenséo
final por 10 minutos a 72° C. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5% (p/v) em tamp&o TBE 0,5X, durante aproximadamente 1 hora a 100
V. Os géis foram corados com solucdo de brometo de etidio (0,01 v/v), visualizados sob
luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacdo (Vilber Lourmat,
France).

6.2.2 Amplificacdo pela PCR da regido D1/D2 do gene 26S rRNA

A partir das leveduras que apresentaram perfis moleculares distintos, um
isolado foi selecionado para o seqlienciamento da regido D1/D2 do gene 26S rRNA
utilizando os iniciadores NL-1 (5’- GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-
4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’), segundo Lachance et al. (1999). A reacdo de
PCR foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 5 pL de tampé&o de PCR High
fidelity 10X, 2 uL. de MgSO4 50mM, 2 uL de dNTP 10 mM (2,5 mM cada), 1 puL dos
iniciadores NL1 e NL4 a 10 pmol/uL (MWG Biotech), 1 a 5 uL. do DNA (50-500 ng),
0,2 uL de Taq DNA polimerase (5 U/uL) (Platinum ® Taq DNA Polymerase High
Fidelity) e &gua DPEC q.s.p. 50 uL. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o
termociclador PCR Express (Thermo Hybaid). O programa de ciclagem consistiu de
uma desnaturacao inicial a 95° C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de 15 segundos
de desnaturacdo a 94° C, 25 segundos de anelamento do iniciador a 54° C e 20 segundos
de extensdo a 68° C, e uma extensao final por 10 minutos a 68° C. Os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampdo TBE 0,5X,
durante aproximadamente 1 hora a 120 V. Os géis foram corados com solucdo de
brometo de etidio (0,01 v/v), visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo

sistema de foto-documentacédo (Vilber Lourmat, France).

6.3 Identificacdo dos fungos filamentosos por métodos dependentes de cultivo

A identificacdo dos isolados de fungos filamentosos foi realizada por meio de

sequenciamento das regides espacadoras intergénicas ITS1 e ITS2 e do gene 5.8S do
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rRNA. Os fungos foram cultivados por sete dias em placas de Petri, contendo agar
Sabouraud. A extracdo de DNA foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
De Hoog et al. (2003). Pequenos fragmentos de micélio do fungo foram colocados em
tubo de microcentrifuga de 1,5 mL acrescido de 400 pL de tampéo de lise (Tris-HCI
0,05M, EDTA 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS 1%) e mantido a — 20 °C por 10 min. O
micélio foi entdo triturado com o auxilio de um pistilo e foram acrescidos 5 pL de
proteinase K (50 pg/mL). Ap6s homogeneizacgéo, o tubo foi mantido por 30 min a 60 °C
em banho maria. Ap6s essa etapa, foi adicionado 162 pL de CTAB (Tris 2M, NaCl
8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%), seguido de homogeneizacdo, sendo o tubo incubado
por 10 min a 65 °C. A seguir, foram acrescentados 570 pL da mistura
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) (v/v). Apds homogeneizacdo, o tubo foi mantido
por 30 min em gelo. Em seguida, foi realizada centrifugagéo a 13.400 rpm por 10 min.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL sendo
acrescentado 10% do volume de acetato de sodio 3M. O tubo foi cuidadosamente
invertido para homogeneiza¢do e incubado em gelo por 30 min. A seguir, nova
centrifugacdo a 13.400 rpm foi realizada por 10 min foi realizada. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo, sendo adicionado 50% do volume de isopropanol. Foi
realizada uma centrifugacdo a 13.400 rpm por 5 min e o sobrenadante foi desprezado
por inversdo. A seguir, foram adicionados 200 pL de etanol 70% gelado para lavar a
parede do tubo. Novamente foi realizada centrifugacdo a 13.400 rpm por 5 min e 0
sobrenadante foi desprezado. Apds o tubo secar por aproximadamente 30 min foram
adicionados 100 pL de TE (Tris-HCI 0,01M e EDTA 0,001 M pH 8,0). As amostras
foram armazenadas em freezer — 20 °C. Os iniciadores ITS 1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS 4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) foram
utilizados para amplificacdo pela PCR da regido ITS do rDNA, conforme descrito por
White et al. (1990).

6.4 Purificacdo dos produtos de PCR e reacdo de sequenciamento

Os produtos de PCR foram purificados por meio da técnica com
polietilenoglicol (PEG). Ao produto de PCR foi adicionado igual volume de

polietilenoglicol 20% em NaCl 2,5 M e deixado em banho-maria a 37° ¢ por 15
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minutos. O tubo foi entdo centrifugado a 13.400 rpm por 15 minutos e o sobrenadante
retirado e descartado com auxilio de micropipeta. A seguir, foram adicionados 125 ul de
etanol 70-80% gelado, o tubo centrifugado a 13.400 rpm por dois minutos e o etanol
retirado com auxilio da micropipeta. Este Gltimo passo foi repetido mais uma vez. Uma
nova centrifugagdo a 13.400 rpm por um segundo foi realizada (spin down) e o tubo
deixado a temperatura ambiente para evaporacdo de todo o excesso de etanol.
Adicionou-se 10 ul de agua e o contetido do tubo foi homogeneizado em “vortex” por
15 segundos. Em seguida, o tubo foi incubado em banho-maria a 37°C por 10 minutos.
O produto obtido foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies). As
reacBes de sequenciamento foram realizadas usando o DYEnamic™ (Amersham
Biosciences, USA) em combinacdo com o sistema de seqiienciamento automatizado
MegaBACE ™ 1000. O seqiienciamento foi realizado no Laboratério de Biodiversidade
e Evolucdo Molecular (LBEM — UFMG).

6.5 Analise in silico das sequéncias

As sequéncias parciais obtidas em formato ESD foram compactadas em
formato ZIP, enviadas e analisadas pelo programa PHRED (EWING & GREEN, 1998)

disponivel em: http://helix.biomol.unb.br/phph/. As sequéncias com valor de qualidade

maior que 20 e com tamanho superior a 200 pares de bases foram selecionadas para
busca por similaridade utilizando o programa BLASTnN (Basic Local Alignment Serch
Tool - verséo 2.215 do BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)  desenvolvido pelo National Center For

Biothecnology (ALTSCHUL et al.,, 1997). Para o alinhamento das seqliéncias
nucleotidicas foi utilizado o programa CLUSTALW software package (EMBL-EBI)

(http://www.ebi.ac.uk/clustalwy/).

6.6 Analises de diversidade

A diversidade de espécies de leveduras e fungos filamentosos nas coletas
foram medidas em termos de riqueza e de diversidade pelo indice de Shannon-Wiener:

(1) Shannon-Wiener H =Sni/n In (ni/n), nos quais ni € o niumero de individuos da
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espécie i e n € o numero total de individuos. Todos os resultados foram obtidos com
intervalo de confianca de 95% e valores de re-amostragem (bootstrap) foram calculados
a partir de 1.000 interacGes. A riqueza de espécies refere-se ao nimero de espécies na
comunidade e o indice de diversidade de Shannon-Wiener avalaia ndo apenas a riqueza,
mas também a representatividade das espécies na comunidade. A abundancia relativa de
espécies refere-se ao percentual de densidade de uma determinada espécie em relacéo a
densidade total de espécies em uma coleta ou ponto amostrado. Os calculos dos indices
foram feitos usando o programa PAST, versdo 1.90 (RYAN et al., 1995).

6.7 Ensaios de tolerancias de leveduras ao As (V) em meio liquido

Para o preparo do inoculo, as leveduras foram crescidas em frascos Erlenmeyer
de 250 mL, foram preé-incubadas a uma temperatura de 28°C, 160 rpm, por um periodo
de 24h em caldo YM (peptona 0,5 %, extrato de levedura 0,3%, glicose 1,0% e extrato
de malte 0,3%). Apos esta etapa, foi feita a leitura da densidade 6ptica (D.O.) a 600 nm
a partir de trés aliquotas de 1 mL retiradas dos frascos Erlenmeyer, para determinagéo
da D.O. média. Em seguida, o meio foi centrifugado a 3.000 rpm por 5 min, o
sobrenadante foi descartado e as celulas foram ressuspendidas em meio minimo
mineral liquido em tubos de microcentrifuga, de forma a obter a D.O. de 0,03 e volume
final de 1 mL (3,4 g/L de K;HPOy; 4,3 g/L de KH,POy; 0,5 g/L de NaCl; 0,5 g/L de
MgS0,.7H,0; 3,0 g/L de NH4NO3; 0,002 g de FeSO4.7H,0; 0,002 g/L de CaCl,.2H,0;
1,0 g/L de (NH4),SO4; 0,05 ¢g/L de extrato de levedura e 5 mL de uma solucdo de
elementos tracos -1 mg/L de MnCl.4H,0; 0,6 mg/L de FeSO,.7H,0; 2,6 mg/L
CaCl,.H,0; 6 mg/L de Na,M00,4.2H,0) adicionado de concentragcdes crescentes de
arsénio (0,10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 mM de As (V)). Apos 48 h, foi feita a
leitura da D.O. final em cada triplicata para cada concentracdo, este experimento foi

repetido duas vezes.

6.8 AvaliacOes das viabilidades celulares das leveduras

No inicio (tempo 0 h) e ao final (tempo 48h) do ensaio de tolerancia foram

retiradas trés aliquotas de 10 pL dos tubos de microcentrifuga nas concentracdes de O,
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50, 150 e 300 mM e adicionadas em meio agar YM (peptona 0,5 %, extrato de levedura
0,3%, glicose 1,0%, extrato de malte 0,3% e &gar 2,0 %) por meio da técnica de
migrogota (JETT et al., 1997) e incubadas a 28 °C por 48 h. ApoOs este periodo as
unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL) foram contadas.

6.9 Avaliagdes da influéncia de As (V) nos niveis de residuos sulfidrilicos totais de
leveduras selecionadas

6.9.1 Preparo das amostras para dosagem de residuos sulfidrilicos totais

As células foram pré-incubadas a uma temperatura de 28°C, a 160 rpm por um
periodo de 48 horas, em meio liquido YM. Apos este periodo, o meio foi centrifugado
por 5 minutos a 3000 rpm, o sobrenadante descartado e as células transferidas para novo
meio YM por um periodo de 24 horas. As células foram entdo incubadas em meio YM,
na condicdo controle e acrescido das concentragdes 1 e 5 mM de As (V) a 28°C e a 160
rpm, durante periodo de 24 horas, sendo coletadas por filtrag&o a vacuo usando filtros
de nitrocelulose de 0,45 um de porosidade e 47 mm de diametro. O pellet foi removido
do filtro com espéatula e transferido para papel aluminio, congelado em nitrogénio

liquido e estocados em freezer -20°C para as posteriores determinagdes experimentais.

6.9.2 Obtencéo de extratos celulares

Apos a realizacdo da incubacdo descrita no item 5.7, as células (condigédo
controle e adicionadas de 1 e 5 mM de As (V)) foram ressuspendidas em tampao de lise
(Tampéo Fosfato de Sodio 50 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM e PMSF 1 mM), adicionando-
se, a sequir, pérolas de vidro. O rompimento das células foi realizado por seis ciclos de
30 segundos de agitacdo vigorosa em vortex, intercalados com periodos de repouso em
gelo. Apoés a lise celular, centrifugou-se a suspensdo a 3000 rpm por 5 minutos, e 0

sobrenadante (extrato bruto) foi utilizado nas dosagens de interesse.
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6.9.3 Dosagem de proteinas

O contetdo protéico dos extratos brutos de cada amostra foi determinado de
acordo com o método descrito por Lowry e colaboradores (1951), utilizando uma
solugéo de soroalbumina bovina (BSA) como padréo.

6.9.4 Residuos sulfidrilicos totais

Os residuos sulfidrilicos totais foram determinados pelos métodos de Ellman (1959)
e Davidson e colaboradores (2001), adaptado por Costa-Moreira (2007), usando 5-
5°ditiobis (2-acido nitrobenzoico) - DTNB. Na presenca do grupamento tiol livre, a
solucdo de DTNB forma 5-tio-2-nitrobenzoato, produzindo uma coloracdo amarela
caracteristica que pode ser determinada espectrofotometricamente a 412 nm. Os extratos
celulares foram preparados de acordo com o item 6.9.2. e a concentracdo de proteinas
em cada extrato foi determinada de acordo com o item 6.9.3. As aliquotas de extratos
celulares contendo 0,5 mg de proteina foram diluidas em 1 mL de tampédo 0,1 M de
fosfato de sddio com pH 7,0. Retiraram-se 200 pl de cada preparacdo de extrato
diluido, aos quais foram adicionados 0,01 M de tampdo fosfato de sodio, p.H. 8,0 e 7 uL
de reagente Ellman (0,04 g de DTNB em tampdo de fosfato de sddio 0,1 M e pH 7,0). A
absorbancia foi determinada a 412 nm apds 5 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente. O coeficiente de extingdo molar para o DTNB é 13.600/M.cm, sendo
utilizado para determinar a concentracdo de residuos sulfidrilicos totais. Os resultados
foram expressos em micromoles de residuos sulfidrilicos por miligrama de proteina

(umol/mg proteina).

6.10 Testes de tolerancia de fungos filamentosos ao As (V) em meio solido

A partir de colbnias dos isolados de fungos filamentosos crescidos previamente
em agar fuba (Hymedia) por sete dias a 28°C, foram retirados discos de 6,4 mm das

extremidades dos micélios e adicionados em meio agar YM acrescido de concentracdes
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crescentes de As (V) (0, 50, 150 e 300 mM), sendo um disco por placa. Os ensaios
foram realizados em triplicata a 28 °C durante sete dias. Apds este periodo, os didametros
foram medidos por meio de paquimetro digtital (Mitutoyo), e os valores obtidos foram
usados nos calculos de médias, desvios padrdo e percentuais de reducdes de
crescimentos, sendo estes ultimos calculados por meio da seguinte formula: [(Dc)- (Dx -
6,4)] X 100/Dc, na qual Dc (mm) é a média dos diametros das colénias das placas com
0 mM de As (V) e Dx (mm) é a média dos didmetros das col6nias das placas em uma
das outras concentragdes de As (V) (50, 150 e 300 mM).

6.11 Estudos de remocédo de As utilizando células livres e imobilizadas em esferas
macroporosas de alumina ativada com carvao

6.11.1 Producéo de esferas macroporosas de alumina ativada

O método de fabricacdo de esferas macroporosas adsorventes foi baseado no
processo de gelatinizacdo externa. Por meio deste método, as microparticulas de
alumina gama com ou sem particulas formadoras de macroporos (p.ex.: fuligem, p6 de
serra) sdo aglomeradas na forma esférica. As particulas sélidas previamente referidas
sdo coladas com moléculas de alcool polivinilico (PVA) e nanoparticulas de bohemita.
Essas nanoparticulas de bohemita sdo obtidas a partir de uma reacéo de transformacao
sol-gel aplicada a mistura feita com sol de alumina, microparticulas de alumina gama,
PVA, etanol e opcionalmente com particulas do formador de macroporos (p6 de serra
de aglomerado do tipo MDF). Uma composicao tipica desta mistura é: 50g de alumina
gama ativada; 92g de sol de alumina; 5g ou 0g de po de serra; 48g de solucédo de PVA e
49 de etanol. A mistura resultante foi dispersa como gotas uniformes no ar antes de
passar pelos meios de precipitagdo com amoénia gasosa (NH3) e liquida (75% v/v de
agua + 25% v/v de solucdo de NH3 min. 25% p/p). A transformacdo sol-gel acontece a
temperatura ambiente, primeiro na superficie da gota, ao passar pelo meio gasoso
(NHs). Nesta passagem, é formada a pelicula gelatinosa (constituida por hidréxido de
aluminio, Al(OH)3;=Al,03. XxH,0, no qual x pode ter valores 1 e 3, gerando por exemplo
bohemita, a-Al,03.1H,0 ou gibbsita, a-Al;03.3H,0 (GRAYSON, 1967) na superficie
da gota, conferindo a ela elasticidade e resisténcia mecanica ao impacto na superficie do

meio de precipitacdo liquido. A reacdo de transformacdo sol-gel continua no meio
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liquido, no qual é agora controlada pelo gradiente de concentragdo de eletrolitos através
da membrana gelatinosa formada. Tal gradiente pode ser responsavel pela formagédo de
esferas ocas ou com rachaduras, dependendo da concentragdo deste meio, do tempo de
permanéncia no meio e das condigcdes posteriores de tratamento (duragdo do
envelhecimento, temperatura de envelhecimento, concentragdo do meio de
envelhecimento, secagem e calcinacdo) das esferas géis (LIU et al., 1995). As esferas
géis produzidas foram submetidas ao envelhecimento em meio amoniacal (95% v/v de
agua + 5% v/v de solucdo de NH3; min. 25% p/p a 90°C/1h) para aumentar a reidratacdo
e colagem das microparticulas de alumina gama. Entéo, elas foram lavadas com solucéao
amoniacal (solucdo de agua 95% v/v + solucdo de NH3; min.25% p/p 5% v/v, seis
lavagens, 15 min. para cada lavagem a temperatura ambiente) para eliminar nitrato de
amoénio (um subproduto da reacdo quimica na transformacao sol-gel). As esferas géis
resultantes foram tratadas termicamente nas seguintes condigdes: apenas secas
(60°C/ar/12h, sem e com MDF, respectivamente DS1 e DS2); secas e calcinadas sob
atmosfera de argonio (600°C/Ar/2h, sem e com MDF, respectivamente, CS1 e CS2);
secas e calcinadas (600°C/Ar/2h) e entdo calcinadas ao ar (600°C/ar/2h, sem e com
MDF, respectivamente, CS3 e CS4). Adicionalmente, realizaram-se outras seguintes
calcinacbes: CS3 calcinada a 800°C, 1100°C e 1250°C/ar/2h resultando,
respectivamente, nas esferas CS5, CS7 e CS9; CS4 calcinada a 800°C, 1100°C e
1250°C/ar/2h resultando, respectivamente, nas esferas CS6, CS8 e CS10.

Foram feitas vérias caracterizacdes nas esferas como esfericidade, resisténcia a
fratura, densidade, distribuicdo e tamanho de poros, a fim de verificar caracteristicas
presentes em bons adsorventes. A influéncia da composicdo dos meios de precipitacao
na obtencdo de esferas ocas foi estudada usando-se dois meios de precipitacdo PM1 e
PM2. Os meios de precipitacdo PM1 e PM2 foram constituidos, respectivamente, de
solucdo amoniacal concentrada (A)- dgua (W) e de solucdo amoniacal concentrada (A)-
etanol (ET), com conteudos crescentes de solugdo amoniacal concentrada (A) variando
entre 1% v/v e 100% v/v. Produziram-se cinco tipos de esferas secas no meio de
precipitacdo PM1, aos quais foram atribuidos os codigos PM1-1 a PM1-5. Essas esferas
foram obtidas a partir da seguinte mistura: 50g de alumina gama-ativada; 50g de sol de
alumina; 0 g de MDF, 20g de solucdo de PVA, 5 g de &gua, e 8 g de etanol. As esferas
geéis foram envelhecidas no meio de precipitacdo a temperatura ambiente ao ar por 12h.

Entdo, elas foram envelhecidas em meio amoniacal (dgua 95% v/v + solucdo de NHj3
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min. 25% p/p a 5% v/v a 90°C por 1h), lavadas com solucdo amoniacal ( &gua 95% v/v
+ solucdo de NHs; min. 25% p/p a 5%, seis lavagens, 15 min.para cada lavagem a
temperatura ambiente) e secas a 60°C/ar/12h.

Produziram-se 20 tipos de esferas secas nos meios de precipitagdo PM2A a
PM2D, aos quais atribuiram-se os codigos PM2A-1 a PM2A-5, PM2B-1 a PM2B-5,
PM2C-1 a PM2C-5 e PM2D-1 a PM2D-5. As esferas dos grupos PM2A a PM2C/PM2D
foram ,respectivamente, obtidas a partir da seguinte mistura: 50/50g de alumina gama-
ativada, 75/100g de sol de alumina, 0/5g de MDF, 20/40g de solucdo de PVA, 5/5¢g de
agua, 8/8g de etanol. As esferas géis foram envelhecidas no meio de precipitacdo a
temperatura ambiente por 0,5h (PM2A e PM2B) e por 2,5h (PM2C e PM2D). Entéo,
elas foram secas a 60°C/ar/12h, e apenas as esferas do PM2B provenientes das esferas
do PM2A foram calcinadas a 600°C/air/2h.

As microparticulas do po de alumina gama foram obtidas por meio de
precipitacdo quimica a temperatura ambiente de uma solu¢do aquosa de nitrato de
aluminio com solucdo amoniacal concentrada. O gel precipitado resultante foi lavado
duas vezes com agua deionizada, por 30 min. a cada vez. O gel precipitado lavado foi
seco a 150°C/ar/12h, em seguida moido manualmente e teve seus granulos secos
ativados a 400°C/ar/2h. Os granulos de alumina ativados foram moidos com o auxilio de
moinho de panela de aco (codigo AM1). Além disso, a amostra AM1 foi calcinada a
1250°C/ar/2h resultando na amostra de po de alumina-alfa (AM2).

O sol de alumina concentrado (86g/L Al, pH entre 2 e 3), o qual originou as
nanoparticulas de bohemita previamente mencionadas foi preparado parcialmente por
meio de neutralizacdo quimica a quente de uma solucdo de nitrato de aluminio
concentrado (sal de pureza analitica) com solucdo amoniacal (solu¢cdo de NHjz min.
25%, pureza analitica).

A dissolucdo de particulas de PVA (Hoechst, tipo Mowiol 56-98) em agua
quente (95°C) resultou na solucdo de PVA concentrada (79g/L).

As microparticulas de pé de serra (MDF) foram coletadas na serraria do Centro
de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN). Elas foram peneiradas para

determinar a faixa de tamanho e usadas sem qualquer tratamento adicional.
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6.11.2 Caracterizagéo das esferas macroporosas ocas de alumina ativada

Os pobs e as diferentes esferas obtidas foram caracterizados quanto: as fases
presentes, via difracdo de raios-X (difratdmetro de raios-X, Rigaku, mod. Geigerflex,
semi-automatico, dispositivo monocromatico formado por um cristal grafite, tubo de
raios-X com radiacdo Cu Ka, A = 1.54178 A euma bandeja de amostras giratoria); aos
sitios ativos presentes, via espectroscopia de absorcao infravermelho (Bomem), modelo
MB102, resolucdo de 4cm™, 64 amostras preparadas na forma de pastilhas KBr); a
resisténcia a fratura (RF), por meio do teste de compresséo de dez esferas com o auxilio
do equipamento de tracdo-compressdo Instron (modelo Floor-Model TT.DM); a
distribuicdo de didmetro (D) e esfericidade (Dmeno/Dmaior), pOr meio de imagem do
comparador oOptico de 20 esferas em posicdes diametrais ortogonais; a presenca de
macroporosidade e estimativa da espessura da pelicula formada nas esferas, via
microscopia eletronica de varredura (MEV, Jeol, model JFM 840A) das secc¢des polidas
das esferas embebidas na resina; area superficial especifica (Sg, m?/g) e porosidade
(dmedio/dmaximo), Via método BET (Quantachrome, mod. Noval000, gas nitrogénio). A
distribuicdo de tamanho de poros foi obtida de acordo com o método Barret-Joyner-
Halenda (BJH) (Barett et al., 1951) a partir da curva de dessorcdo; densidade (p, g/cm®),
determinada pela razdo massa/volume; composicdo elementar qualitativa, via EDS

(espectrometria de dispersao de energia, Jeol, model JXA 8900 RL).

6.11.3 Ensaios de remocdo de Cd, Cu, Zn e As pelas esferas macroporosas de

alumina ativada

Os testes de adsorcdo foram realizados em frascos de polietileno de 250 ml.
Dentro destes frascos foram colocados 100 ml de solucdo de fons metalicos (Cd? ¥, via
Cd (NO3)2.2 H,0 ou Cu?*, via Cu (NOs), .2 H,0 ou Zn**, via Zn (NO3),.2H,0)(Vetec)
ou metal6ide (As®**, via NaAsO,) (Merck), no qual também foram adicionados cerca de
1,0 g de so6lido (pds adsorventes ou esferas adsorventes), obtendo-se uma relacdo de
solidos (S) / liquido (L), S/ L, de cerca de 10 g / L. Os frascos de plastico contendo a
solucdo de metal ou metal6ide e o adsorvente foram agitados (cerca de 100 ciclos / min)

em um banho termostatico tipo Dubnoff a 30 © C por 6 h. O valor de pH foi mantido no
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intervalo de 4 a 5 por meio de adicdo de solucdo de HNO3 (1 mol/L) ou NaOH (1
mol/L), e o valor de pH foi medido através de um pHmetro convencional. Apés 6 h de
adsorcdo, o contetdo dos frascos foi filtrado. A solucédo filtrada foi acondicionada em
frascos de polietileno, e acidificada com solugdo de HNO3 concentrado até atingir pH <
2,0, as concentragdes (inicial Ci e final Cf, ambas em mg / L) das solu¢des utilizadas
nos experimentos de adsorcdo foram determinadas com o auxilio de espectroscopia de
absorcdo atdmica (Atomic Absorption Spectrometer, Aanalyst modelo 200 - Perkin
Elmer, Versdo 6.0, equipado com gerador de hidretos). A eficiéncia de remocéo, RE
(%) (Bhattacharya et al.,2006) e a capacidade adsortiva, q (mg / g) ou (mmol / g) (da
Silva et al., 2002), foram calculadas, respectivamente, pelas equacdes:

(1) RE (%) =[(Ci-Cf) / Ci] x100;

(2 a(mg/g)=[(Ci-Cf) / m] xV;

nas quais Ci e Cf, em mg / L, sdo, respectivamente, as concentracdes do metal ou
metaldide presentes na solucdo antes e ap0s a adsorgdo no solido adsorvente; m é a
massa em gramas, (g), do sélido adsorvente e V é o volume em litros, (L), da solucéo
contendo metal ou metaldide utilizado no processo de adsorcao. Os valores de ER (%) e
g (ml/ g) ou (mmol / g) séo valores médios obtidos dos testes de adsorc¢éo realizados

em duplicata.

6.11.4 Producao e caracterizacdo de esferas macroporosas de alumina com carvao

ativado

As esferas macroporosas de alumina ativada com carvao ativado foram
produzidas pela mesma rota de sintese descrita no item 6.9.1, porém com um teor de
20% de carvao na fase solida. Estas foram também caracterizadas pelos mesmos
métodos descritos no item 6.9.2.

O carvéo ativado foi introduzido na producdo das esferas visando melhorar a
distribuicdo, homogeneidade e conectividade dos poros, o que facilitaria a imobilizacao
da levedura selecionada. As esferas foram usadas na forma gel e secas para 0s

experimentos de adsorcdo e imobilizagéo.
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6.12 Imobilizagbes das leveduras em esferas macroporosas de alumina com carvao
ativado

Os pré-indculos dos isolados das leveduras A.strictum L6-3, Candida sp. L5-1,
H. uvarum L2, C. oleophila L16-3 e R. toruloides L56-1 foram preparados crescendo as
leveduras em meio YM (0,3% extrato de levedura, 0,3% extrato de malte, 0,5%
peptona, 1,0% glicose) por 48h a 28 °C sob agitacdo a 180 rpm. Para promover a
imobilizagdo de R. toruloides L56-1 nas esferas gel de alumina ativada com carvao
ativado e de todas as leveduras selecionadas nas esferas secas de alumina ativada com
carvdo, as culturas foram centrifugadas a 5000 rpm e as células lavadas e depois
ressuspendidas em 30 mL de meio YM com a D.O. ajustada para 2,0, este valor de D.O.
foi padronizado previamente sendo correspondente a aproximadamente 108 UFC/L. Os
frascos foram acrescidos de 0,3 g de esferas e incubados por 96 h a 28 °C sob agitacéo
branda de 70 rpm. Ap0s este periodo, as esferas foram removidas e analisadas quanto ao
crescimento da levedura na superficie externa e interna. Eletromicrografias de
microesferas secas a temperatura ambiente, inteiras e seccionadas, devidamente
metalizadas com ouro, foram obtidas com auxilio do microscopio eletrénico de
varredura (MEV, JEOL). Para quantificacdo das biomassas imobilizadas, as esferas
secas a 70 °C, com e sem biomassa, foram colocadas nos porta-amostras circulares do
espectrometro e recobertas com um filme plastico e analisadas via espectrometria de
dispersdo de energia (EDX) (Shimadzu, modelo 900 HS), os resultados foram obtidos

por meio de balanco de massas.

6.13 Ensaios de remoc¢do com células de leveduras livres e imobilizadas em esferas
macroporosas de alumina com carvao ativado

Os ensaios de remocdo foram feitos com as esferas gel, as secas, as gel
imobilizadas com células de R.toruloides L56-1, as secas imobilizadas com células de
R.toruloides L56-1 ou com cada uma das seguintes leveduras: A.strictum L6-3, Candida
sp. L5-1, H. uvarum L2, C. oleophila L16-3 e com as células livres de R.toruloides L56-
1. Os mesmos foram feitos em triplicata em frascos Erlenmeyr contendo 30 mL de
solucdo de As (V) na concentracdo de 970 mg/L. A cada frasco foi adicionado 0,3 g de

esferas de alumina ativada contendo carvao ativado, 0,5 g (0,3 g de esferas acrescidos
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de 0,2 g de células) de esferas contendo células imobilizadas ou 5 mL de meio YM
inoculado com a levedura R. toruloides L56-1 com a D.O. ajustada para 2.0; apds a
adicdo das massas de esferas ou volumes o pH foi ajustado para 4. Apds 48 h a 28°C
sob agitagcdo a 100 rpm, o sobrenadante de cada frasco foi filtrado por meio de papel
Whatman n° 4, acondicionado em tubos de centrifuga de 50 mL e mantido a 4 °C até ser
analisado. Apd6s 24 h das amostras serem filtradas, foram retiradas aliquotas dos
mesmos para analise da concentracdo final de As (V) (mg/L) total via espectroscopia de
absorcéo atdmica.

72



7. Resultados e Discussao

7.1 Caracterizagdes das esferas macroporosas de alumina ativada

O pd de serra utilizado neste estudo € principalmente constituido com mais de
90% de MDF. Tipicamente o aglomerado MDF é formado por p6 de varios tipos de
madeira, no qual as particulas foram aglomeradas com uma quantidade substancial de
resina e prensada na forma de lamina.

A Tabela 1 apresenta os dados de caracterizacdo dos pds e das esferas de
alumina. As particulas de MDF apresentaram um diametro apropriado (177 pum) que
pode gerar macroporos entre as microparticulas de alumina gama coladas (38 pum). A
presenca de MDF influenciou as caracteristicas das esferas adsorventes: reducdo do
didmetro em 13-18%; praticamente ndo afeta a esfericidade; pequeno aumento da
densidade (< 9%); aumento da resisténcia mecanica em 14% nas esferas secas e
diminuicdo em até aproximadamente 32% nas esferas calcinadas e obstrugdo da
microporosidade das microparticulas de alumina gama fazendo sua area de superficie
cair de 268 nas microparticulas de alumina gama (AM1) para 257 m?/g nas esferas
secas com MDF (DS2).

E conveniente lembrar que tanto o MDF quanto o PVA sio transformados em
carbono durante a calcinacdo a 600°C/Ar/2h, o qual é completamente eliminado a uma
temperatura maior que 600°C/ar/2h. Nestas situacdes, a transformacdo e a perda de
carbono levam a uma queda sistematica na area superficial especifica das esferas
sem/com MDF, respectivamente (de 266/257 para 121/121 m?/g) e um aumento na
porosidade total (de 0,27/0,24 para 0,36/0,34) até alcancar 800°C/ar/2h. Apds 0s
aumentos de temperatura superiores a 800°C/ar/2h, observou-se um processo de
sinterizacdo com densificacdo, com dréstica reducdo de volumes de poros total (de
0,36/0,34 para 0,01/0,02) e da area superficial especifica ( de 121/121 para 7/11 m?/g).
Em parte, estas situaces também foram observadas por Fajardo et al. ao caracterizarem
esferas mesoporosas de alumina.

A leitura dos dados da Tabela 1 mostra que o processo de aglomeracdo das
microparticulas de alumina gama ativada preserva suas principais caracteristicas, a
estrutura de poros, como sera visto em maiores detalhes, posteriormente, com o auxilio

de isotermas de adsorcdo-dessorcdo de nitrogénio. Além disso, este confere as esferas
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um grande didmetro acima de 2 mm, alta esfericidade (>0,94), alta resisténcia mecanica
(= 0,68 kgf/esfera) e baixa densidade (< 0,71 g/cm3), os quais tornam as esferas
adsorventes apropriadas para serem usadas em reatores de coluna de leito fixo.

A Figura 1 apresenta isotermas de adsorcdo-dessor¢cdo de nitrogénio para as
amostras de p6 de y-AlL,O; (AM1, Fig. 1a) e de esferas de alumina (DS1-DS2/CS1-
CS10, Fig. 1b-g).

A Fig. 1a mostra uma isoterma do tipo Il praticamente sem um circuito de
histerese. A auséncia de histerese ndo significa auséncia de porosidade, uma vez que
algumas formas de poros podem resultar em processos similares de adsorcédo e
dessor¢do. Neste caso especifico, a auséncia de histerese significa uma baixa dispersao
de tamanho de poros (ALLEN, 1999). Esta baixa dispersdo mencionada é o resultado da
aglomeracdo de particulas coloidais de alumina (representadas aqui por Al,Os. x H,0,
na faixa de tamanho de até 1000 A) durante o processo de transformacéo sol-gel e o
tratamento térmico desta y-Al,O3, de acordo com o mecanismo de geracdo de particulas
multiplas com diferentes tamanhos, separadas por tamanhos de poros distintos, como
explicado na teoria fractal (ONODA et al., 1986).
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Tabela 1 - Dada de caracterizacdo dos pos e das esferas de alumina

D° Dmenor/ p RF Sy dmedio/ Vp
Codigo®

(mm) Draio’”  (g/em®)®  (kgflesfera) (m’/g)  dmaamo(R)  (cm®/g)
MDF  <177x10°° - - - - - -
AM1  <38x10° - - - 268  39.22/773.10  0.26
DS1  3.30+0.17 0.94+0.05 0.60+0.01 2.98+0.73 266  39.90/780.09  0.27
CSl  317+0.22 0.96+0.05 0.53:0.01 126015 213  71.72/78317 038
CS3  3.13+0.19 0.94:0.04 050:0.01 111025 174  90.67/787.02  0.40
CS5  321+0.15 0.94:0.03 049:0.01 191055 121  118.14/1729.48  0.36
CS7  3.08+0.12 0.94:0.03 0.53:0.02 0.85+0.08 48 16832164091  0.20
CS9  2.85+0.12 0.94:0.04 0.65:0.03  3.22+0.79 7 7059/1528.81  0.01
DS2 2714007 097+0.02 0.65+0.01 3.53+1.06 257  37.79/76858  0.24
CS2  261+0.06 0.96:+0.03 0.57+0.01 122+045 237  57.55/87417  0.34
CS4  2.71+0.21 0.95:0.06 0.52:+0.01 0097+0.35 185  80.34/92351  0.37
CS6  2.64+0.04 0.98+0.01 0.53:+0.03 1.32+0.32 121  11166/1450.17  0.34
CS8  2560.06 0.97+0.02 0.56:0.01 0.68+0.09 47  179.71/1442.93 021
CS10  2.40+0.06 0.96t+0.02 0.71#0.02 2.75+043 11  77.03/2351.90  0.02

# Cddigos: MDF= microparticulas de po de serra; AM1= microparticulas de alumina calcinadas a 400

°Clar/2 h; DS1 e DS2= esferas secas , sem e com MDF respectivamente; CS1 e CS2= esferas calcinadas
(600 °C/Ar/2 h), sem e com MDF, respectivamente; CS3 e CS4= esferas calcinadas (600 °C/Ar/2 h) e
entdo calcinadas ao ar (600 °C/ar/2 h), sem e com MDF respectivamente,; CS5 e CS6= CS3 e CS4,
calcinadas ao ar a 800 °C/ar/2 h, respectivamente; CS7 e CS8= CS3 e CS4, calcinadas ao ar a 1100
°Clar/2 h respectivamente, e; CS9 e CS10= CS3 e CS4, calcinadas ao ar a 1250 °C/ar/2 h, respectivamente

“Vp: volume total de poros
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A Fig. 1b-f mostra a isoterma tipo IV que é tipica de sOlidos mesoporosos e
macroporosos, nos quais o processo de evaporacdo é diferente do processo de
condensagdo, portanto resultando em “loops” de histerese. Nota-se um aumento do
fenbmeno de histerese, o qual é tipico de sistemas com grande dispersao de tamanhos de
poros. Neste caso, 0 aumento da dispersdao de tamanhos de poros é produzido pela
introducdo de particulas de y-Al,O3 (< 38 um) e particulas grossas de MDF (< 177 um)
de acordo com o mecanismo de formagéo de poros explicado na teoria fractal (ONODA
et al., 1986; ALLEN, 1999). Este aumento da dispersdo dos tamanhos de poros €
também promovido pelo aumento da temperatura de calcinacdo, o qual causa:
decomposicdo e/ou eliminacdo de produtos volateis, tais como: agua, etanol, PVA e
MDF presentes no p6 de alumina e esferas (ALMEIDA et al., 2006; FAJARDO et al.,
2005); a mudanca de fase e reestruturacdo da alumina, na qual € importante destacar que
nossa sintese do gel de alumina ¢ feita em pH > 10 favorecendo a obtencdo a obtengéo
de fases de baixa
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Figura 1 - Isotermas de adsorcdo-dessorcdo das amostras (a) AM1= microparticulas de
alumina calcinadas a 400 °C/ar/2 h; (b1l) DS1 e (b2) DS2= esferas secas , respectivamente, sem e com
MDF; (c1) CS1 e (c2) CS2= esferas calcinadas (600 °C/Ar/2 h), respectivamente,sem e com MDF; (d1)
CS3 e (d2) CS4= esferas calcinadas (600 °C/Ar/2 h) e entdo calcinadas ao ar (600 °C/ar/2 h),
respectivamente, sem e com MDF; (e1) CS5 e (e2) CS6= CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a
800 °C/ar/2 h; (f1) CS7 e (f2) CS8= CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 1100 °C/ar/2 h, e;
(g1) CS9 e (g2) CS10= CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 1250 °C/ar/2 h.
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cristalinidade e também cristalinas com uma molécula de agua (bohemita) e trés

moléculas de agua (por exemplo, bayerita), na qual as transi¢oes de fases sdo:

v-Al,03=>6-Al,03=>a -Al,03 (no caso da bohemita) e n-Al,03=>0-Al,03=> a-Al,O3
(no caso da bayerita) ; e sinterizacdo de aglomerados (Fig. 1f e g) como conseqliéncia
da conglobacdo de microporos por mesoporos e de mMesSOpPOros por mMacroporos
resultando em reducéo total da porosidade.

O melhor exemplo do processo de sinterizacao € dado pela isoterma da Fig. 19, a
qual tem as caracteristicas de isotermas do tipo Il representativas neste caso de sélidos

adsorventes ndo porosos.

A Fig. 2 mostra a distribuicdo de tamanhos de poros obtida pelo método BJH
para amostras de p6 de y-Al,O3 (AM1) e esferas de alumina (DS1-DS2/CS1-CS10).
Nesta figura, o quadro mostra uma escala de amplificacdo da faixa de didmetro de poros
entre 20 e 90 A. Esta figura também mostra simbolos abertos e fechados representando,
amostras com e sem MDF respectivamente. As curvas do pé de alumina gama e das
esferas secas mostram distribui¢dio estreita de tamanho de poros, centrada em =~ 38 A
(ver tamanho meédio de poros na Tabela 1), o qual prova a natureza mesoporosa desses
materiais e ndo difere da alumina mesoporosa reportada por Liu et al. (2007). Pode-se
confirmar na Tabela 1, que a calcinacdo das esferas aumenta a distribuicdo de tamanho
de poros, resultando na obtencao de valores de tamanhos médios de poros maiores até a
calcinacdo de 1100°C. A temperatura de calcinacdo a 1250°C claramente fecha a
maioria dos poros abertos na superficie das particulas constituintes das esferas como

confirmado pela ja citada acentuada queda dos valores de area de superficie.

O processo de aglomeracdo referido, também preserva outras carcateristicas.
Como pode ser visto na Fig. 3, o material obtido é composto principalmente de fases de
muito baixa cristalinidade, além de fases cristalinas identificaveis nas microparticulas
de alumina ativada, y-Al,0O3 ¢ 3-Al,O3, as quais também predominam nas esferas secas
(Fig. 3b e Fig. 3c) e entre outras fases de alumina de transicdo elas continuam a existir
nas esferas calcinadas até 800°C (Fig. 3d-i). Nas esferas calcinadas a 1100°C, as unicas
fases presentes sdao 0-Al,O; (principalmente) e a-Al,Os;. A transformacdo de fases
completa acontece a 1250°C com a obtengdo da fase cristalina de a -Al,Os. Esta via de

transformacéo de fases é similar aquela reportada por Kirk e Othmer (45). A existéncia
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de macroporos pode ser notada na superficie de esferas secas sem e com MDF mesmo
apos a calcinacdo. Nos aumentos feitos na superficie das esferas secas sem e com MDF,
nota-se que as microparticulas de alumina gama ativada foram coladas e preservaram
seu tamanho original (< 38 um). Nesses aumentos podem-se medir 0S macroporos
(representados por trincas, contornos de microparticulas de alumina gama ativada e

outros defeitos de colagem) gerados e encontrar valores da ordem de 10.000 A.

Esta macroporosidade é muito mais alta dentro das esferas secas sem (Fig. 4) e
com (figura ndo mostrada) MDF e esta preservada nas esferas calcinadas. Este tipo de
macroporosidade é devido a diferenca na velocidade de gelatinizagdo da mistura
presente na superficie e no interior da gota esférica original (LIU & WILCOX, 1995),
como sera melhor mostrado posteriormente nos resultados sobre a influéncia da
composicdo do meio de precipitacdo na formacgéo de esferas ocas. A esfera resultante
tem, portanto, uma rede de microporos, MesOporos e macroporos conectando a
superficie ao centro. A existéncia deste tipo de rede de porosidade explica o
significativo decréscimo de resisténcia a fratura nas esferas calcinadas. Esta rede de
porosidade conectada é desejada e pode favorecer o acesso (INGLEZAKIS et al., 2004;
SANCHEZ et al., 1983) de metais pesados tais como Cd, Cu , Zn e metaloides tais
como As aos sitios ativos das microparticulas de alumina presentes no centro da esfera,
como serd demonstrada posteriormente com o0s resultados dos testes de adsorgédo
preliminares que foram feitos nos pos e esferas de alumina adsorventes. A Fig. 3, com
uma insercdo mostrando a ampliacédo do espectro infravermelho das amostras calcinadas
em temperaturas superiores a 600 °C mostra o espectro infravermelho do p6 de alumina
AML1 (Fig. 3) e das esferas DS1-DS2/CS1-CS10 sem MDF (Fig. 3 b,d,f,h,j,I) e com
MDF (Fig. 3 c,e,q,i,k,m). Particularmente, nas amostras calcinadas em temperaturas
abaixo de 800°C, podem-se identificar seis picos representativos. De acordo com
Socrates (1997), os picos 1 e 3, 3.100-3.600 cm™ e ~ 1.650 cm™, mostram as vibracdes
de estiramento O-H da &gua cristalizada tanto quanto as vibrac6es de estiramento O-H
resultantes de uma ligagdo quimica intramolecular da alumina produzida; o pico 2, =
2.350 cm™, é tipico de pico espurio resultante de uma contaminacdo de CO, presente no
ar ambiente; o pico 4, 1340-1450 cm™, mostra a existéncia de uma decomposicéo
incompleta do nitrato inorganico presente no processo de obtencdo das esferas; o pico 5,
1050-1100 cm™, sugere uma contaminacéo com silica; o pico 6, 490-850 cm™, revela a
presenca de
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Figura 2 - Distribuicdo de tamanho de poros das amostras de pos e esferas pelo

método BJH AM1= microparticulas de alumina calcinadas a 400 °C/ar/2 h; DS1 e DS2= esferas secas
, respectivamente, sem e com MDF; CS1 e CS2= esferas calcinadas (600 °C/Ar/2 h), respectivamente,sem
e com MDF; CS3 e CS4= esferas calcinadas (600 °C/Ar/2 h) e entdo calcinadas ao ar (600 °C/ar/2 h),
respectivamente, sem e com MDF; CS5 e CS6= CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 800
°Clar/2 h; CS7 e CS8= CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 1100 °C/ar/2 h, e; CS9 e CS10=
CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 1250 °C/ar/2 h.Simbolos abertos e fechados para as

amostras sem e com MDF, respectivamente.
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Figura 3 Padrdes de difracdo de raios-X (DRX) das amostras (a) AM1= microparticulas
de alumina calcinadas a 400 °C/ar/2 h; (b) DS1 e (c) DS2= esferas secas , respectivamente, sem e com
MDF; (d) CS1 e (e) CS2= esferas calcinadas (600 °C/Ar/2 h), respectivamente,sem e com MDF; (f) CS3 e
(g) CS4= esferas calcinadas (600 °C/Ar/2 h) e entdo calcinadas ao ar (600 °C/ar/2 h), respectivamente,
sem e com MDF; (h)CS5 e (i) CS6= CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 800 °C/ar/2 h; (j)
CS7 e (k) CS8= CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 1100 °C/ar/2 h, e; (I) CS9 e (m) CS10=
CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 1250 °C/ar/2 h. 1, y-Al,0s. 2, 8- Al,Os. 3, o- AlLOs.

1H20, 4, B'A|203.3 Hzo, 5, e'Alzog; 6, (l-AIzOg.
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1 mm

Figura 4 Eletromicrografia da seccéo polida da esfera mostrando a

macroporosidade dentro do nucleo das esferas de alumina gama secas sem MDF
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Figura 5 Espectros infravermelho (IV) das amostras (a) AM1= microparticulas de alumina
calcinadas a 400 °C/ar/2 h; (b) DS1 e (c) DS2= esferas secas , respectivamente, sem e com MDF; (d) CS1
e (e) CS2= esferas calcinadas (600 °C/Ar/2 h), respectivamente,sem e com MDF; (f) CS3 e (g) CS4=
esferas calcinadas (600 °C/Ar/2 h) e entdo calcinadas ao ar (600 °C/ar/2 h), respectivamente, sem e com
MDF; (h)CS5 e (i) CS6= CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 800 °C/ar/2 h; (j) CS7 e (k)
CS8= CS3 e CS4, respectivamente, calcinadas ao ar a 1100 °C/ar/2 h, e; (I) CS9 e (m) CS10= CS3 e CS4,
respectivamente, calcinadas ao ar a 1250 °C/ar/2 h.
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vibracdes de estiramento Al-O. Estas vibragdes de estiramento Al-O séo normalmente
representadas por =Al-OH caracterizando o sitio de alumina ativada, o qual é
responsavel pela captura e ligagdo quimica, por exemplo de Cd (KOSMULSKI, 1996)
durante o processo de adsorgéo.

A anélise qualitativa da composicao elementar via EDS do p6 de alumina gama
e das esferas secas e calcinadas mostra os picos caracteristicos de aluminio e oxigénio.
A presenca significativa de carbono é apenas detectada nas amostras tratadas até
600°C/ar/2h. Os tracos do elemento fosforo estdo presentes em amostras de p6 da
alumina gama. Nas esferas com MDF, foi detectada a presenca de Si, Mg e Ca.

A Tabela 2 resume os dados de caracterizagdo das esferas no meio de
precipitacdo PM1. As esferas géis do meio de precipitacdo 1% viv A-99% viv W
permaneceram intactas até serem depositadas no recipiente plastico no qual foram
acumuladas e as camadas de esferas comecaram a aumentar. Neste momento,
comegaram a desintegrar na forma de particulas gelatinosas devido a baixa resisténcia
mecanica da fina pelicula gelatinosa formada na superficie da gota. Também foi
observada uma erupcdo de um jato gelatinoso localizado em um ponto da superficie da
gota logo que a mesma penetra no meio de precipitacdo. Esta erupcdo € conseqiiéncia
do deshalanco osmético entre a solucéo coloidal presente na mistura dentro da gota e o
meio de precipitacdo, numa perfeita combinacdo com o modelo de interdifusdo de
meios, responsavel pelo aumento da espessura da pelicula gelatinosa inicialmente
formada, como descrito por Liu e Wilcox (1995). O meio de precipitacdo 5% viv A-
95% v/v W tornou possivel que as esferas sobrevivam, aparentemente com um nucleo
descolado, o qual parece ser formado por particulas coladas firmemente que foram
parcialmente ou totalmente eliminadas durante o processo de embutimento, lixamento e
polimento. No caso das esferas nesse meio de precipitacdo, nota-se 0 comeco de uma
formacdo localizada de sulcos na superficie gelatinosa da gota, os quais progridem para
rachaduras nas esferas géis afundadas no meio de precipitacdo. Felizmente, a espessura
da pelicula gelatinosa formada ¢ larga o bastante (> 300 um) e garante a integridade das
esferas géis em um posterior processamento, embora ndo seja uniforme. O meio de

precipitacdo 15% v/v A-85% v/v W apenas gera sulcos internos nas esferas (PM1-2),
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Tabela 2 Dados de caracterizagdo das esferas de alumina obtidas no meio de
precipitacdo quimica PM1

Meios de Dados de caracterizacao
Cédigo® precipitagao’ ! D Dmenor/ p RF°
@ viv-%viv) (O
(mm)* Dmaior (glem®)"  (kgflesfera)

5% A —-95% W 2.8940.13 0.95+0.03 0.51+0.03  0.45+0.19
15% A —-85% W 2.71+0.12 0.92+0.04 0.65+0.02  3.24+0.67

PM1 25% A —-T75% W 60 2.76+0.16 0.91+0.05 0.65+0.02  3.10+0.28
50% A —50% W 2.74+0.14 0.93+0.04 0.63+0.03  3.33+0.19
100% A - 0% W 2.68+0.12 0.95+0.03 0.65+0.01 4.01+0.16

& Cadigo: PM1=meio de precipitacdo quimica consistindo de solugdo de NH; min. 25% p/p e agua.
® A: solucdo NH; min. 25% p/p, e; W: 4gua.

¢ HT: tratamento térmico

“D: dimetro

¢ Dmenor/Dmaior: esfericidade

"p: densidade

Y RF: resisténcia a fratura
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sem dano aparente na superficie e sem nucleo deslocado. Em outros meios, as esferas
(PM1-3 a PM1-5) sdo densas e sem quaisquer sulcos na superficie. Portanto, nota-se
que a variacdo da concentragdo amoniacal no meio de precipitacdo aquoso, limitado até
a composicdo 15% A-85%W, é responsavel por induzir defeitos como sulcos e
formacdo de esferas ocas com nucleo deslocado. Deste modo, os defeitos de sulcos
internos e nucleo deslocado descrito nas esferas com ou sem MDF (Fig. 4) pode ser
atribuido a variacdo de concentragdo do meio de precipitacdo recém preparado e do
meio de precipitagdo usado 25% v/v-75%v/v W, por meio da evaporagdo da amonia,
acentuados pelo uso da mesma solu¢do em mais de uma precipitacdo de esferas géis,
tanto quanto o uso do sistema de exaustdo gas localizado no topo da coluna de vidro
contendo o0 meio de precipitacéo referido.

A Tabela 3 resume os dados de caracterizagdo das esferas no meio de
precipitacdo PM2. As esferas geis no meio de precipitacdo 1% v/v A-99% v/v ET ndo
resistiram ao impacto na superficie do meio e elas foram desintegradas na forma de
particulados gelatinosos. O meio de precipitacdo 5% v/v A- 95% v/v ET tornou viavel a
obtencdo de esferas ocas (PM2A-1/PM2B-1/PM2C-1) com a superficie seriamente
rachada e aparentemente com o nucleo deslocado, o qual parece ser formado por
particulas fragilmente agregadas que sdo parcialmente ou totalmente eliminadas durante
0 embutimento, lixamento e polimento. Embora a espessura da pelicula gel formada
seja pequena (> 100 um) e ndo uniforme, ela é resistente o bastante para garantir a
integridade das esferas géis em procedimentos posteriores (particularmente apds o
estagio de calcinacdo, como os feitos com as esferas PM2B-1, Tabela 3). Ja 0 meio de
precipitacdo 15% v/v A-85% v/v ET gera menos rachaduras acentuadas na superficie
das esferas (PM2A-2/PM2B-2/PM2C-2) e aparentemente com um nucleo deslocado
(Fig. 6, esferas PM2A-2), as quais também parecem ser formadas por particulas
agregadas frageis que sdo parcialmente ou totalmente eliminadas durante o
embutimento em resina, lixamento e polimento. A espessura da pelicula gelatinosa
continua a ser ndo uniforme, porém mais espessa (> 300 pm), como mostrado na Fig. 6.
Iniciando em um meio de precipitacdo 25% v/v A-75% v/v ET, praticamente ndo se
observa esferas com defeitos no ndcleo como rachaduras e outras imperfeicdes na

colagem das particulas de alumina gama.
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Tabela 3 - Dados de carcaterizacdo das esferas de alumina obtidas no meio de

precipitacao quimica PM2

Dados de caracterizacéo

Meios de precipitagiob T
Codigos®
(% VIV - % VIV) (°C) D Dmenor/ p RF
(mm) Dumaior (g/em®)  (kgflesfera)

5% A—95% ET 3.17+0.16 0.97+0.03 0.50+0.01 0.26+0.13
15% A -85% ET 3.09+0.08 0.98+0.02 0.52+0.01 0.21+0.08

PM2A 250 A—-T75% ET 60 2.99+0.07 0.96+0.03 0.57+0.02 0.52+0.21
50% A -50% ET 2.80+0.09 0.95+0.03 0.66x0.03 1.49+0.53
75% A—-25% ET 2.69+0.10 0.94+0.04 0.53+0.01 2.45%0.20
5% A—95% ET 3.09+0.10 0.95+0.03 0.44+0.01 0.04+0.01
15% A -85% ET 3.02+0.09 0.96+0.03  0.36+0.02 0.06+0.03

PM2B 25% A-T75% ET 600 2.95+0.11 0.95+0.03 0.40+0.03 0.30+0.17
50% A —-50% ET 2.69+0.10 0.94+0.03 0.52+0.01 1.12+0.14
75% A —25% ET 2.66+0.12 0.94+0.04 0.72+0.01 1.74+0.39
5% A—-95% ET 3.07+0.11 0.95+0.03  0.49+0.01 0.04+0.02
15% A -85% ET 2.78+0.11 0.95+0.03  0.49+0.01 0.36+0.08

PM2C 25% A—-T5% ET 60 2.73+0.12 0.96+0.04  0.49+0.01 0.47+0.19
50% A —-50% ET 2.58+0.18 0.90+0.04 0.58+0.02 2.21+0.43
75% A —25% ET 2.71+0.18 0.90+0.04 0.58+0.03 2.96x0.27
5% A—95% ET 3.06+0.14 0.94+0.04 0.37+0.01 0.12+0.04
15% A -85% ET 2.68+0.16 0.93£0.04 0.52+0.02 0.99+0.24

PM2D 25% A —-T75% ET 60 2.54+0.20 0.92+0.05 0.60+0.02 2.22+0.55
50% A —-50% ET 2.54+0.17 0.92+0.06 0.62+0.03 5.29+0.58
75% A —25% ET 2.50£0.16 0.92+0.05 0.71+0.01 4.64+0.29
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Figura 6 Eletromicrografia das esferas de alumina gama secas sem MDF (PM2-

A), obtida no meio de precipitacdo quimica PM2A, envelhecida por 0,5 h e seca a
60 °C/ar/2 h
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Observaram-se rachaduras na superficie das esferas e 0 nucleo apresenta-se
crescentemente mais denso. A espessura da pelicula gelatinosa formada continua a ser
nao uniforme e cresceu ainda mais (> 600 pm) até ndo ser praticamente notada no meio
de precipitacdo. Nota-se que diferentemente do meio completamente aquoso, 0 meio
alcoolico favorece a formagdo de rachaduras e de nucleo deslocado (Fig. 6, PM2A-2)
nas concentracdes de 25% de ET a-75% de ET. A partir desta composigéo, obtiveram-se
esferas sem rachaduras conspicuas na superficie. As observactes que foram feitas nas
esferas sem MDF (PM2A/PM2B/PM2C), também se aplicam as esferas com MDF
(PM2D-1 a PM2D-5 Tabela 3).

A andlise dos dados de caracterizacdo das Tabelas 2 e 3 apresentam a
resisténcia a fratura como Unica caracteristica que claramente distingue a influéncia da
composi¢do do meio. O meio alcodlico produz esferas adsorventes mais frageis devido
ao fato de as mesmas terem mais defeitos como rachaduras e nucleo deslocado em seu
interior, causados pela inibicdo de colagem e agregacdo das microparticulas de alumina
gama. Esta inibicdo é promovida pela agdo surfactante do etanol que age na superficie
dessas microparticulas, reduzindo ou mesmo eliminando sua reidratacdo e sua colagem
eficiente. Entretanto, € importante mencionar que ha uma diferenca da velocidade de
crescimento da pelicula gelatinosa inicialmente formada, maior no meio agquoso e
menor no meio alcoolico, a qual € a principal consequéncia do poder de reidratacdo em
meio aquoso (ou por outro lado, pela acdo sufarctante do etanol) do que da concentragéo
do ion NH4" (no meio aquoso com uma concentragio 15% A-85% W; no meio
alcoolico, as esferas mais densas sdo apenas obtidas com uma concentracdo 75% A-

25% ET), e do tempo de permanéncia das esferas no meio de precipitacao.

7.2 Ensaios de adsorcdo de Cd** pelos pés de alumina e pelas esferas de alumina
ativada

A eficiéncia de remocdo de Cd®* (Tabela 4) pelas particulas do p6 de alumina AM1
sofre uma expressiva queda quando essas particulas sdo calcinadas a 1250 °C (AM2)
diminuindo de 38% para 14% a eficiéncia de remoc¢édo. Neste ponto, notam-se os efeitos
da limitacdo de acesso do fon Cd** aos sitios ativos presentes no interior das particulas
causada pelo fechamento e/ou eliminacdo dos poros durante o procedimento de
sinterizacdo, o qual acontece no tratamento térmico das particulas do p6 de alumina.

Uma vez que esta situacdo, também acontece nas esferas, considera-se necessario
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apontar a conexdo entre as condigdes de obter particulas de alumina na forma de p6 e
esferas, o processo de sinterizagdo mencionado e a eficiéncia de remocdo de Cd*,
determinada experimentalmente.

O pé de alumina é formado da aglomeragdo de particulas de alumina coloidais
via precipitacdo quimica, lavagem, secagem, moagem e calcinacdo (400°C/ar/2h, AM1),
resultando em particulas com didmetro de 38 pm e também em um aglomerado de
particulas menores (ONODA & TONER, 1986). Como mostrado na Fig. 5, as particulas
de alumina AM1, ainda apresentam nitrato que ndo foi totalmente decomposto e
eliminado, assim como a agua adsorvida. De acordo com Ready (1988), a presenca de
tais produtos volateis dentro de um aglomerado reforca o transporte de vapor, o qual é
responsavel pelo crescimento do grdo e pelo crescimento de particulas menores
(envelhecimento Ostwald) durante os estagios inicial e intermediario de sinterizacéo
(READY, 1988; THUMMLER & THOMMA, 1967, BROOK, 1988). Se este
engrossamento de particulas ocorre, a taxa de densificacdo diminui devido a reducéo da
area superficial. E bom lembrar que a capacidade de densificagdo (significa eliminar
poros no aglomerado ou num compacto) e crescimento (significa crescer grdo) passa a
agir como mudangas competitivas levando a reducdo da energia interfacial do sistema
que sera sinterizado (READY, 1988; THUMMLER & THOMMA, 1967; BROOK,
1988). Acredita-se que as situacGes descritas no estagio inicial de sinterizacéo
descrevem bem o que aconteceu com a amostra AM1, uma situacdo tipica que ainda
favorece 0 acesso significante de fons Cd** aos sitios ativos das particulas presentes no
interior do aglomerado AML1. Por outro lado, nas particulas AM2, acredita-se que como
um resultado de aumento expressivo de temperatura de calcinacdo para 1250°C esta
acontecendo tanto as situac@es descritas no estagio intermediario de sinterizacdo quanto
as situacdes que estdo acontecendo no estagio final de sinterizacdo (READY, 1988;
THUMMLER & THOMMA, 1967; BROOK, 1988). Na verdade, o aumento de
temperatura favorece os mecanismos de transporte de material que sdo responsaveis
pela eliminacdo da porosidade e, assim, favorecem a densificacdo do compacto
(THUMMLER & THOMMA, 1967).

A eficiéncia de remocao de fon Cd** pelas esferas DS1 e DS2 mostra um perfil
distinto entre elas e significantemente diferente do perfil de adsorcdo previamente

descrito para as particulas de pé de alumina AML, as quais estdo presentes nessas
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esferas (Tabela 4). A eficiéncia de remocéo de Cd** das esferas DS1 é cerca de duas

vezes maior do que a das esferas DS2 e aproximadamente 1,9 vez maior do que a do p6
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Tabela 4 - Resultados de adsor¢do de Cd nos pos e esferas de alumina gama a

30°C por6 h
Dados de adsorc¢éo
Codigos®  Ci(mg/l)®  Ci(mg/)* S/IL(@/N* pH ER(@) f
(mg/g) (nmol/g)
AM1  12500£0.54 78.07+0.22 10.24+0.01 4.5 37.54+0.01 4.58+0.00 40.75+0.00
AM2  71.35+0.87 61.65+0.59 10.35+0.02 4.4 13.58+0.01 0.94+0.00 8.35+0.00
DS1  125.00+0.54 35.89+0.35 10.07+0.01 4.9 71.28+0.02 8.85+0.02 78.69+0.02
DS2  125.00+0.54 86.30£0.47 10.14+0.01 4.5 30.96+0.01 3.81+0.01 33.94+0.01
CS1  125.00+0.54 24.56+0.37 10.49+0.02 5.1 80.35+0.02 9.57+0.02 85.16+0.02
CS2  125.00+0.54 72.73+0.49 10.05+0.01 4.6 41.81+0.01 5.19+0.01 46.24+0.01
CS3  125.00+0.54 95.46+0.66 10.34+0.03 4.5 23.64+0.01 2.85+0.01 25.42+0.01
CS4  125.00+0.54 90.49+0.70 10.45+0.01 4.4 27.60+0.01 3.30+0.01 29.38+0.01
CS5  125.00+0.54 67.93+0.35 10.01+0.01 4.7 45.65+0.01 5.67+0.01 50.46+0.01
CS6  125.00+0.54 76.65+0.55 10.14+0.02 4.5 38.68+0.01 4.77+0.01 42.41+0.01
CS7  125.00+0.54 71.30+0.28 10.18+0.01 4.6 42.96+0.01 5.27+0.00 46.95+0.00
CS8  125.00+0.54 83.74+0.44 10.11+0.03 4.5 33.01+0.03 4.08+0.03 36.30+0.03
CS9 73.63£0.92 62.24+0.41 10.68+0.01 4.4 15.47+0.07 1.07+0.07 9.49+0.07
CS10  71.35#0.87 61.28+0.68 10.41+0.01 4.5 13.54+0.06 0.92+0.06 8.25+0.06

®Caodigos: amostras de pos e esferas ° C;: concentragdo inicial. © Cy: concentragdo final. ¢ S/L(g/l): razdo

sélido/liquido. ® RE (%): eficiéncia de remocéo "q (mg/g or umol/g): capacidade adsortiva mg/g
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de alumina AM1. E interessante observar que a adicdo de MDF torna a adsorcdo de
Cd?* pelas esferas DS2 menos eficiente do que pelas particulas de pé de alumina AML.
Entende-se que 0 aumento da eficiéncia de remocao de Cd?* pelas esferas DS1 deve ser

atribuido principalmente a presenca de nanoparticulas de alumina, contendo
principalmente fases de material de baixa cristalinidade, e a maior acessibilidade as
particulas AM1. Acredita-se também que o envelhecimento a quente das esferas DS2
torna possivel uma maior oclusdo de poros das referidas nanoparticulas de alumina e
das particulas AM1 pela resina constituinte do MDF e conseqlientemente menor acesso
aos sitios ativos dessas particulas de alumina, explicando entdo, a queda substancial da
capacidade adsortiva de DS2 em relagdo a DS1 e AML1.

A eficiéncia de remocdo do fon Cd®* pelas esferas CS1 e CS2 mostra um
comportamento distinto entre ambas e uma diferenca significativa de comportamento de
adsorcdo de Cd?* tanto em relacdo as particulas do pé de alumina quanto as esferas
secas (DS1 e DS2) das quais CS1 e CS2 se originaram. A eficiéncia de remocdo de Cd**
das esferas CS1 é aproximadamente 1,9 vez maior do que a das esferas CS2 e
aproximadamente 2,1 vezes maior do que a do pé de alumina AM1. Nota-se que ao
calcinar as esferas DS1 e DS2 a 600 °C/Ar/2h, tem-se um processo de sinterizacdo, o
qual favorece o PVA, a resina presente no MDF, e as proprias particulas de MDF
transformarem-se em particulas de carvdo ativo. Portanto, tanto estas particulas de
carvao ativo quanto as nanoparticulas de alumina e as particulas do pé de alumina AM1
mostram a mesma situacdo de reforco do transporte de vapor e sua consequéncia no
processo de sinterizacdo nas esferas CS1 e CS2, previamente descrito na obtencdo das
particulas AM1. Acredita-se que as situacGes descritas no estagio inicial de sinterizacdo
refletem bem o que aconteceu com as esferas CS1 e CS2 isto é, crescimento de contato
entre as particulas (representada por alumina-alumina, alumina-carvdo ativo e carvéo
ativo-carvdo ativo) constiuintes dessas esferas e diminuicdo consideravel da atividade
superficial dessas particulas em contato, situacdo que ainda favorece o significativo
acesso de fons Cd®* aos sitios ativos das referidas particulas presentes no interior das
esferas CS1 e CS2. De acordo com Mohan e Pittman (2007), estas condi¢fes favorecem
a formacéo de carvéo ativado, o qual é uma forma bruta de grafite com uma estrutura de
poros ndo organizada ou altamente amorfa e que tem uma grande faixa de tamanhos de
poros na qual o tamanho pode variar entre o tamanho de rachaduras visiveis e fissuras

com dimensdes moleculares. Por causa disto, o aumento da eficiéncia de remoc¢édo de
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Cd* de 11% e 26% observado, respectivamente, em CS1 e CS2, em relacdo a DS1 e
DS2, pode estar relacionado ao contetdo diferenciado de carbono ativo nessas esferas
calcinadas, na qual seu contetildo em CS2 é maior do que em CS1.

A eficiéncia de remocdo do fon Cd*" pelas esferas CS3 e CS4 mostram um
comportamento distinto entre ambas e uma diferenca significativa de comportamento de
adsorcdo de Cd** tanto em relagdo as particulas do pé de alumina AM1 das esferas
quanto das esferas CS1 e CS2 das quais CS3 e CS4 se originam. A eficiéncia de
remocdo de Cd?*das esferas CS3 é aproximadamente 1,2 vezes menor do que a das
esferas CS4 e aproximadamente 1,6 e 3,3 vezes menor do que as do pé de alumina AM1
e das esferas CS1, respectivamente. Nota-se que ao calcinar as esferas CS1 e CS2 a
600°C/ar/2h, reforca-se o transporte de vapor com a transformacao de carbono ativo em
CO, e portanto, favorece o crescimento das nanoparticulas depositadas na superficie das
particulas AML1 e o fechamento de microporos e sua transformagdo em mesoporos e/ou
macroporos ( Figs. 1d e 2 CS3/CS4). Acredita-se que as situacdes descritas nos estagios
iniciais e intermediarios de sinterizacao refletem o que aconteceu as esferas CS3 e CS4.
Esta densificagdo maior ndo favorece um acesso significativo do fon Cd®* aos sitios
ativos das particulas presentes no interior das esferas CS3 e CS4. E conveniente reforcar
que tais esferas ainda apresentam oclusdo de produtos volateis (carbono, agua e nitrato,
conforme apresentado nas Fig. 5f e g) que continuam a influenciar o comportamento de
sinterizacao dessas esferas em temperaturas maiores que 600 °C.

A eficiéncia de remocdo do fon Cd®* pelas esferas CS5/CS6 e CS7/CS8
apresentam comportamento distinto entre elas e uma diferenca significativa de
comportamento de adsorcdo de Cd®* tanto nas particulas do pé de alumina AM1 quanto
nas esferas calcinadas CS3 e CS4. A eficiéncia de remocdo de Cd*" nas esferas
CS5/CS7 é aproximadamente 1,2/1,3 vezes maior do que nas esferas CS6/CS8 e
aproximadamente 1,2/1,1 vezes maior do que o p6 de alumina AM1. De acordo com
Brook (53), estas esferas previamente tratadas sob atmosfera de argdnio podem ser
consideradas um compdsito tendo uma matriz de p6 (alumina) e uma fase de inclusao
(carbono ativo) que ndo densifica. O encolhimento da matriz é restringido pela presenca
de particulas de inclusdo e por esta razdo uma tensdo contraria na forma de tensdo
hidrostéatica foi desenvolvida na matriz. Como consequéncia, a densificacdo da matriz é
diminuida, na qual esta diminuicdo é superada, por exemplo, por um aumento de

temperatura. Se niveis diferentes de densificacdo ocorrem em regifes compactas
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diferentes, entdo as tensdes aparecem. Mesmo se essas tensdes forem pequenas, elas
podem por meio de concentragdo de tensdo resultar em falhas de empacotamento,
causando dano e dilaceramento locais (0 que significa formar rachaduras e fissuras de
diferentes tamanhos, similar as ocorridas com o carvéo ativo). Acredita-se que esta é a
situacédo criada nas esferas CS5-CS8 aumentando-se a temperatura de 800 °C para 1.100
°C, com uma contribui¢do adicional das tensdes acontecendo na mudanca de fase (Fig.
3). Conseqjientemente, favorece-se o acesso de Cd?* a um niimero maior de sitios ativos
no interior das esferas, mesmo se ela causa crescimento das particulas de alumina AM1,
fechamento de microporos e sua transformagdo em mesoporos e/ou macroporos (Fig. 1e
e 1f e Fig.2 CS5-CS8) e maior densificacdo, situacdes tipicas descritas nos estagios de
sinterizac&o iniciais e intermediarios.

A eficiéncia de remocao de fons Cd®* pelas esferas CS9 e CS10 apresenta um
comportamento de adsorcdo de Cd** equivalente ao obtido pelas particulas do p6 de
alumina AM2. A eficiéncia de remogdo de Cd*" caiu drasticamente, indo de 71% para
31% nas esferas secas DS1/DS2 e para 15%/14% nas esferas calcinadas CS9/CS10.
Nota-se que a elevacdo da temperatura para 1250 °C pode eliminar os danos locais e a
dilaceracdo da matriz previamente referidos, promover a densificacdo e crescimento do
grédo na matriz (Fig. 3). Portanto, como foi discutido para AMZ2, acredita-se como um
resultado do aumento expressivo da temperatura de calcinacdo para 1250 °C, que esta
ocorrendo nessas esferas as situacdes descritas nos estdgios de sinterizacao
intermediarios e finais. Entdo a adsorcdo de Cd®* seria limitada aos sitios ativos

acessados na superficie das particulas de alumina crescidas que comp&em as esferas.

7.3 Ensaios de adsorcdo de Cd, Cu, Zn e As no pé (AM1) e nas esferas secas (DS1 e
DS2) de alumina

Na Tabela 5 foram reunidos os resultados de adsorcdo de Cd, Cu, Zn e As no
po (AML1) e nas esferas secas (DS1 e DS2) de alumina. Comparando-se o0s resultados da
capacidade adsortiva, q (umol/g), de Cd, Cu e Zn, descobriu-se a relacdo qZn> qCd
>qCu, a qual sugere que o p6 de alumina e as esferas tenham maior afinidade pelo Zn e
que a presenca de MDF reforca esta afinidade. Considerando que estes resultados, ainda
ndo exploram a capacidade maxima, gmax (mg/g), fornecida a partir de uma curva de

equlibrio de adsorcao, esses resultados da capacidade adsortiva de Cd, Cu, Zn e As
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Tabela 5 - Resultados de adsorcéo de Cd, Cu, Zn e As no po e esferas de alumina gama
a30°Cpor6h

Dados de adsor¢do

Metais/As  Cddigos*  C; (mg/l)° Cs (mg/)® SIL(@NT pH ER (%) q

(mg/g) (umol/g)

Cd AM1 125.00£0.54 78.07+0.22 10.24+0.01 4.5 37.54+0.01 4.58+0.00  40.75+0.00

DS1 125.00£0.54 35.89+0.35 10.07£0.01 4.9 71.28+0.02 8.85+0.02  78.69+0.02

DS2 125.00+0.54 86.30+0.47 10.1440.01 4.5 30.96+0.01 3.81+0.01  33.94+0.01

Cu AM1 101.26+0.15 87.07+0.35 10.24+0.01 4.1 13.99+0.03 1.38+0.03  22.10+0.03

DS1 124.00£0.15 93.14+0.21 10.09+0.00 4.3 24.88+0.01 3.06+0.01 47.22+0.01

DS2 124.00+0.15 107.27+#0.37  10.19+40.01 4.2 13.49+0.02 1.64+0.02  25.83+0.02

Zn AM1 111.26+1.20 69.68+1.58 10.13+0.02 4.4 37.37+0.03 4.10+0.03  63.60+0.03

DS1 111.26+1.20 57.37+1.35 10.38+0.03 4.7 48.44+0.02 5.26+0.02  80.37+0.02

DS2 111.26+1.20 44.55+1.34 10.26+0.02 4.6 59.95+0.02 6.42+0.02  98.21+0.02

As AM1 60.00+0.12  29.00+0.28 10.34+0.01 4.8 51.66+0.01 2.99+0.01  40.04+0.01

DS1 73.50+0.14  41.4+0.27 10.15+0.01 4.5 43.67£0.01 3.16+0.01  42.22+0.01

DS2 73.50+0.14  41.25+0.19 10.25+0.02 4.4 43.87£0.01 3.14+0.01  41.99+0.01

# AM1= microparticulas de alumina gama calcinadas a 400 °C/ar/2 h; DS1 and DS2= esferas secas,

respectivamente, sem e com MDF. ° C;: concentraco inicial. © Cs: concentracéo final. ¢ S/L(g/l): razéo
sélido/liquido. ¢ RE (%): eficiéncia de remogao "q (mg/g or pmol/g): capacidade adsortiva mg/g para o
Cd, Cu, Zn e As.
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nestas esferas mostram-se promissores quando comparados com aqueles reportados na
literatura. Rengaraj et al. relatam um gmax de 8,55 mg/g para o Cu. Bhattacharya et al.
(2006) relatam um qmax de 13,69 mg/g para o Zn. Floroiu et al. apenas mencionaram um
comportamento de adsorcdo de Cd em alumina gama, representado por uma curva de
adsorcdo com o formato tipo S. Em relacdo a adsorcéo do arsenito, é interessante notar
que a capacidade adsortiva g (mg/g) obtida no p6 (AM1) e nas esferas secas (DS1 e
DS2), respectivamente, 2,9 mg/g, 3,6 mg/g e 3,14 mg/g é maior que a capacidade
maxima, qmax (Mg/g), 1,42 mg/g em pH 4,9, reportado por Lin e Wu (2001). Este
resultado para As sugere que estas esferas podem substancialmente aumentar a
capacidade adsortiva para As®*" se as condicdes 6timas de pH de adsorcéo (pH>7) forem
usadas (LIN & WU, 2001; MOHAN & PITTMAN JR., 2007). Os resultados de
adsorcdo de Cd, Cu, Zn e As também mostram que o0 processo de aglomeragdo
desenvolvido aumenta a capacidade adsortiva das particulas individuais de AML1.

Uma investigagdo cuidadosa do meio de transformagdo sol-gel,
envelhecimento, secagem e condi¢bes de calcinacdo permitiram o aumento da
macroporosidade dentro das esferas, para produzi-las com nucleo descolado ou mesmo
ocas. A possibilidade de adicionar teores crescentes de biomassa ao adsorvente torna o
processo mais barato. As esferas macroporosas ocas de alumina gama apresentaram alta
eficiéncia nos ensaios de remocdo de As. Estas podem apresentar grande potencial de

adsorcdo do mesmo em ensaios de remogéo realizados sob condic¢des 6timas.

7.4 Caracterizagdes das esferas macroporosas de alumina contendo carvao ativado

A partir dos dados apresentados na Tabela 6, pode-se observar que a inclusdo de
20% de carvdo resulta na obtencdo de esferas com didmetros da mesma ordem de
grandeza daqueles obtidos nas esferas com e sem adicdo de MDF (veja Tabela 1). Além
disto, ndo houve alteracdo da esfericidade. No entanto, 0 mesmo ndo se pode dizer da
resisténcia a fratura. As esferas contendo carvéo ativado sdo muito mais frageis do que
as com MDF. A resisténcia a fratura decresceu de 0,65 (esfera seca, DCAL) para 0,08
kgf/esfera (esfera calcinada, 1.100 °C, CCA®6). Ja na esfera calcinada a 1.250 °C a
resisténcia a fratura volta a aumentar para 0,20 kgf/esfera, devido ao processo de
sinterizacdo. Observa-se também a reducdo da superficie especifica de 315 (p6 de

alumina, seco a 150 °C) para 262 m?/g (esfera calcinada, 400 °C). Nota-se, assim, que
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as esferas obtidas com carvao ativado possuem uma estrutura com mais microporos e
mesoporos do que as esferas obtidas com MDF (185 m?/g, calcinadas a 400°C). Em
outras palavras, as particulas de MDF com tamanho maior (<177 pum) do que as

particulas de carvdo ativado (<5 um) permitem preservar uma estrutura mais

macroporosa nas esferas, razdo da diminuigdo da superficie especifica.

A Fig. 7a apresenta uma isoterma do tipo Il, praticamente sem um circuito de
histerese. Neste caso, a auséncia de histerese significa baixa dispersdo de tamanho de
poros (ALLEN, 1999). As Figs. 7b-g mostram isotermas do tipo 1V, tipicas de sélidos
MesopOorosos e macroporosos, com a presenca de um circuito de histerese muito menos
acentuado do que no caso das esferas de alumina com MDF, indicando uma menor
dispersdo de tamanho dos poros. A isoterma da Fig. 7h tem as caracteristicas de
isotermas do tipo Il, representativas neste caso, de sélidos adsorventes porosos com

uma dispersao de tamanho de poros maior (ALLEN, 1999).

A Fig.8 mostra a distribuicdo de tamanhos de poros obtida pelo método BJH
para o po de alumina y-Al,O3 (AP1) e para as esferas de alumina (DCA1-CCAG). Nesta
figura, a figura pequena inserida mostra uma ampliacdo da escala da faixa de didmetros
de poros entre 10 e 100 A, para facilitar a visualizacio das curvas. Nota-se que 0
tamanho médio dos poros e o volume total de poros para as esferas com carvao ativado
(35 A e 0,27 cm®/g, 400 °C) sdo um pouco menores do que os das esferas com MDF
(37,5 A e 0,34 cm®/g, 400 °C).

A Fig. 9 mostra que as esferas com carvéo ativado seguem o mesmo padrao de
fases encontrado nas esferas com MDF. Elas sdo compostas de fases de muito baixa
cristalinidade, além de fases cristalinas identificadas nas microparticulas de alumina
ativada, y-AlLO3 e 5-Al,03, as quais também predominam nas esferas secas (Fig. 9b e
Fig. 9c). Estas fases de alumina de transicdo continuam a existir nas esferas calcinadas
até 800°C (Fig. 9d-i). Nas esferas calcinadas a 1100°C, as Unicas fases presentes sdo 6-
Al,O3 (principalmente) e a-Al,O3. A completa transformacdo de fases acontece a

1250°C com a obtencgéo da fase cristalina estavel, o -Al,Os.
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Tabela 6 - Dados de caracterizacdo do pd de alumina e das esferas de alumina com

carvao ativado

D Drmenor/ p RF S, Ve
Amostras®
(mm) Drmaior (g/cm®)  (kgflesfera) (m*g) (cm’/g)°

AP1 315 0.30
DCAl 3.21+0.10 1.00+0.02 0.43+0.01 0.65+0.19 189 0.20
CCAl 3.22+40.11 1.00+0.02 0.39+0.01 0.31+0.14 222 0.24
CCA2 3.23+0.12 1.00+0.02 0.33+0.01 0.08+0.02 262 0.27
CCA3 3.20+0.09 0.99+0.02 0.30+0.01 0.04+0.02 207 0.28
CCA4 3.20+0.08 0.99+0.02 0.30+0.02 0.04+0.01 177 0.31
CCAS 3.10+0.07 0.99+0.03 0.32+0.03  0.08+0.02 62 0.18
CCAG6 2.88+0.04 0.99+0.02 0.38+0.01 0.20+0.07 13 0.06

®Amostras: AP1= microparticulas de alumina calcinadas a 150 °C/ar/2 h; DCA1 = esferas secas com

carvao ativo; CCAL1 = esferas com carvao ativo calcinadas (200 °C/ar/2 h); CCA2= esferas com carvéo
ativo calcinadas (400°C/ar/2 h) ; CCA3= esferas com carvéo ativo calcinadas( 600 °C/ar/2 h); CCA4=
esferas calcinadas (800 °C/ar/2 h); CCA5= esferas com carvdo ativo calcinadas(1.100 °C/ar/2 h); CCA6=
esferas calcinadas (1.250°C)

b\/p: volume total de poros
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Figura 7 Isotermas de adsorcdo-dessorcdo das amostras (a) AP1= microparticulas de
alumina calcinadas (150 °C/ar/2 h); (b) DCAL= esferas secas com carvao ativo; (¢) CCAl= esferas com
carvao ativo calcinadas (200 °C/ar/2 h); (d) CCA2= com carvao ativo calcinadas (400°C/ar/2 h); (e)
CCA3= esferas com carvao ativo calcinadas (600 °C/ar/2 h) ;(f) CCA4=; esferascom carvdo ativo
calcinadas (800 °C/ar/2 h); (g) CCA5= esferas com carvao ativo calcinadas(1.100 °C/ar/2 h); (h) CCA6=

esferas com carvao ativo calcinadas (1.250°C).
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Figura 8 Distribuicdo de tamanho de poros das amostras de pd e das esferas
Cadigos: AP1= microparticulas de alumina calcinadas a 150 °C/ar/2 h; DCAL = esferas secas com carvao
ativo; CCA1 = esferas com carvdo ativo calcinadas (200 °C/ar/2 h); CCA2= esferas com carvao ativo
calcinadas (400°C/ar/2 h) ; CCA3= esferas com carvao ativo calcinadas( 600 °C/ar/2 h); CCA4= esferas
calcinadas (800 °C/ar/2 h); CCA5= esferas com carvdo ativo calcinadas(1.100 °C/ar/2 h); CCA6= esferas

calcinadas (1.250°C). Simbolos abertos e fechados sdo usados para diferenciar as amostras.
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Figura 9 Padrdes de difratometria de raios-X (DRX) (a) AP1= microparticulas de alumina
calcinadas (150 °C/ar/2 h); (b) DCA1= esferas secas com carvdo ativo; (¢) CCA1l= esferas com carvéo
ativo calcinadas (200 °C/ar/2 h); (d) CCA2= com carvéo ativo calcinadas (400°C/ar/2 h); (e) CCA3=
esferas com carvao ativo calcinadas (600 °C/ar/2 h) ;(f) CCA4=; esferas com carvdo ativo calcinadas
(800 °C/ar/2 h); (g) CCA5= esferas com carvao ativo calcinadas(1.100 °C/ar/2 h); (h) CCA6= esferas com
carvo ativo calcinadas (1.250°C); (i) AP1= microparticulas de alumina calcinadas (1.250°C//ar/2h). 1, y-

A|203; 2, 0- A|203; 3, o- A|203. 1H,0; 4, B-A|203.3 H,0; 5, 6—A|203; 6, (x—A|203.
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Figura 10 Espectros infravermelho das amostras (a) CA= particulas de carvéo ativo; (b)
AP1= microparticulas de alumina calcinadas (150 °C/ar/2 h); (c) DCA1= esferas secas com carvao ativo;
(d) CCA1= esferas com carvdo ativo calcinadas (200 °C/ar/2 h); (e) CCA2= com carvdo ativo calcinadas
(400°C/ar/2 h); (f) CCA3= esferas com carvdo ativo calcinadas (600 °C/ar/2 h) ;(g) CCA4=; esferas com
carvdo ativo calcinadas (800 °C/ar/2 h); (h) CCA5= esferas com carvao ativo calcinadas(1.100 °C/ar/2 h);

(i) CCAB= esferas com carvdo ativo calcinadas (1.250°C).

103



7.5 Ensaios de adsor¢do de As (V) pelas esferas macroporosas de alumina ativada
contendo carvéo ativado sob diferentes condicOes de pH e concentracdes iniciais do
ion As (V)

7.5.1 O efeito do pH

A Figura 11 mostra o efeito do pH na adsor¢cdo de As (V) pelas esferas
macroporosas de alumina ativada com carvdo ativado. Nota-se que a adsor¢do maxima
de ions As (V) ocorreu ao redor do pH 4,0. A eficiéncia de remocéo de As (V) cresce de
92,41% (pH = 2) para 94,90% (pH = 4). A partir do pH = 4, esta eficiéncia decresce
sistematicamente: 78,53% (pH = 6), 59, 69% (pH = 8) e 38,42% (pH = 10). Este
comportamento esté intimamente ligado ao comportamento de atracdo e repulséo entre
as cargas elétricas presentes nos sitios ativos da alumina (=AI-OH) e nas espécies
quimicas de As(V) presentes em cada faixa de pH. Os sitios ativos da alumina sdo
carregados positivamente e atraem fortemente as espécies de As(V) predominantes
nesta faixa de pH (2-6), H,AsO,4 , na qual se verifica os maiores valores de adsorcéo de
As(V). A medida que o pH aumenta para um valor dentro da faixa de pH entre 7 e 10,5
passa a predominar a fase HAsO,> . Nesta situagdo, observa-se o comeco de uma forte
repulséo eletrostatica ja que as cargas superficiais dos sitios ativos da alumina passam a
assumir uma carga negativa, em funcdo do aumento da concentracdo dos ions OH™ que
competem fortemente com o fon HAsO,* pelos mesmos sitios ativos. Em valores de
pH maiores, esta situacdo tende a favorecer a adsorcdo dos ions OH™ em prejuizo das
espécies de As predominantes HAsO,*~ (pH~7-10,5) e AsO,*™ (pH>11).

O valor pH de 4, no qual se obteve elevada eficiéncia de remocao de As(V) nas
esferas mesoporosas obtidas com carvéo ativado (= 95%), esta coerente com a faixa de
pH determinada por Kim et al. (2008), entre 2 e 5, em p6 de alumina mesoporosa, onde
eles reportam uma capacidade adsortiva de ~120 mgAs(V)/g. Em outro trabalho
realizado por Xu et al. (2004) também usando alumina mesoporosa granular para

remocdo de As (V), o pH 6timo encontrado foi 5,2.
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7.5.2 O efeito da concentracéo inicial do ion As (V)

A Figura 12 apresenta a capacidade méxima de saturagdo dos sitios ativos
presentes nas esferas de alumina com carvéo ativado (CCA2). A quantidade de ions As
(V) adsorvidos por unidade de massa do adsorvente, isto €, a capacidade adsortiva,
aumentou com o aumento da concentracdo inicial de ions As (V) em solucdo até a
concentracéo final limite de 650 mg/L de As (V).

Nestes ensaios a capacidade adsortiva méxima experimental (Qexp) foi de
aproximadamente 46 mg de As (V)/g. Este valor é cerca de trés vezes menor que aquele
obtido por Kim et al. (2008) usando pd de alumina mesoporosa, a capacidade maxima
adsortiva obtida pelos mesmos foi de 120 mg de As (V)/g, porém deve-se destacar que
0 po de alumina ndo € a forma mais apropriada para tratamento de grandes volumes de
liquidos contendo As (V). Assim pode-se constatar que o adsorvente desenvolvido neste
trabalho apresenta grande potencial para aplicacdo em sistemas de coluna de leito fixo
ndo sO pela forma apropriada (esférica), mas também por apresentar alto valor de

capacidade adsortiva.
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7.6 Parametros quimicos das amostras de 4gua

Os parametros quimicos das amostras de agua estdo resumidos na Tabela 7. Os
valores de pH foram quase constantes nas quatro coletas com valores médios entre 7,1 e
7,7. O valor 6,6 obtido no ponto 3, na segunda coleta, foi a Unica excecdo. Houve
diferencas nas concentracOes de arsénio em cada coleta e entre 0s pontos amostrados na
segunda, terceira e quarta coletas. Os maiores valores de concentragdes de As (V)
encontrados para o ponto 1 em relacdo aos pontos 2 e 3 podem ser explicados pela
maior proximidade daquele ao sistema de tratamento de efluentes da mineradora.
Porém, ao examinarem-se as densidades totais de leveduras e fungos filamentosos, ndo
é possivel estabelecer relagdes entre as concentragdes de As (V) e as mesmas.

Talvez outros fatores, como a disponibilidade de nutrientes no meio ou fatores
climaticos podem ter tido maior influéncia sobre o crescimento destes microrganismos.
Em um estudo de diversidade de leveduras presentes em ambientes aquaticos acidicos
na Patagonia, Argentina, o aumento do valor de pH e a consequente dimuicdo na
concentracdo de metais pesados na agua, explicaram um aumento nas densidades de
leveduras presentes nos ambientes aquaticos amostrados. Também, em outros pontos
amostrados no mesmo estudo, a diminui¢cdo das densidades de leveduras pode ser
explicada pela diminuicdo na concentracdo de nutrientes disponiveis (RUSSO et al.,
2008). Foi observada a influéncia das estacbes seca e chuvosa na densidade de
leveduras em um estudo sobre a comunidade de microrganismos em rios da bacia do
médio Rio Doce. Neste estudo observou-se que a densidade mais alta de leveduras (460
UFC/mL) no Rio Piracicaba ocorreu na estacédo seca e no Rio Severo (190 UFC/mL) na
estacdo chuvosa (PETRUCIO et al., 2005).

7.5 Diversidade de leveduras isoladas na regido do Cérrego da Mina

As Tabelas 8, 9, 10 e 11 mostram as densidades e as abundéncias relativas das
espécies de leveduras isoladas. A partir de um total de 135 isolados foram identificados
12 géneros e 26 espécies. Os géneros identificados foram Hanseniaspora, Candida,
Acremonium, Pichia, Rhodotorula, Aureobasidium, Geotrichum, Rhodosporidium,
Issatchenkia, Kodamaea, Trichosporon e Cryptococcus. A ocorréncia de alguns destes

géneros foi observada por Medeiros e colaboradores (2008) em isolados de ambientes
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aquéticos dulcicolas no Brasil. Observou-se que, em ecossistemas dulcicolas tropicais, a
maioria das espécies pertencentes a estes géneros eram mesofilas e cresciam melhor
quando submetidas a temperaturas de crescimento entre 20°C e 30°C (BRANDAO et
al., 2010; DE ALMEIDA, 2005; HAGLER et al., 1986; HAGLER & AHERN, 1987;
HAGLER & MENDONCA- HAGLER, 1981; MORAIS et al., 1996; ROSA et al.,
1995). Também nestes ecossistemas, a maioria das espécies isoladas da agua esta
associada as plantas, aos solos e as fontes de poluicdo orgénica, com o predominio de
espécies basidiomicéticas (BRANDAO et al., 2009). Isto se deve ao fato de as leveduras
basidiomicéticas serem nutricionalmente mais versateis, e tolerarem melhor as
condi¢des ambientais extremas em relacdo as leveduras ascomicéticas (SAMPAIO,
2004). Nagahama (2006) também observou que as espécies comumente isoladas séo
Aureobasidium pullulans, Cryptococcus albidus, Cr. laurentii, Debaryomyces hansenii
e Rhodotorula mucilaginosa. Estas espécies de leveduras foram isoladas de
ecossistemas aquaticos em varias partes do mundo, incluindo ambientes oligotroficos,
mesotroficos e eutroficos, e provavelmente originaram-se de ambientes terrestres.

A densidade e a riqueza de leveduras exibiram variagdo temporal nos pontos
amostrados. Observaram-se densidades totais de leveduras nas faixas de 10° UFC/L na
primeira e terceira coletas, estas apresentaram os menores valores de riqueza, que foram
de cinco e sete espécies, respectivamente. Ja a segunda e quarta coletas apresentaram
densidades totais de leveduras nas faixas de 10° UFC/L e os maiores valores de riqueza,
com 13 e 17 espécies, respectivamente (Tabela 12).

As espécies isoladas variaram ndo apenas temporalmente, mas também
espacialmente. A densidade de leveduras em ambientes aquéticos naturais, cerca de 10°
UFC/L, comparadas a outros ambientes, € normalmente baixa (Nagahama, 2006).
Entretanto, tem sido relatado que em ambientes aquéaticos com poluicdo organica, as
densidades de leveduras ascomicéticas sao maiores do que as basidiomicéticas, podendo
alcancar em alguns casos, valores da ordem de 10° UFC/L ou maiores. Algumas
espécies deste grupo apresentaram associacdo com alto contelldo de matéria organica na
agua (p.ex.: Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. guilliermondii)
(HAGLER & AHERN, 1987).
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Tabela 7 Parametros quimicos das amostras de agua

Pontos de coleta

1° 2° 3 1 2 3
Coletas pH As (mg/L)
1 7,6£0,6 7,7£0,7 7,6+0,8 0,16+0,02 0,14+0,01 0,15+0,02
2 7,1+0,6 7,2+0,5 6,6+0,2 0,68+0,07 0,57+0,05 0,10+0,01
3 7,5+0,1 7,4+0,4 7,3+0,2 0,69+0,08 0,13+0,01 0,11+0,01
4 7,2¢0,4 7,4+0,2 7,4+0,2 0,63+0,05 0,26+0,03 0,17+0,02

%Lagoa de contencéo de rejeitos (Cucuruto);

®Ponto intermediério do sistema de tratamentos de rejeitos;

Corrego da Mina.
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Tabela 8 Densidades e abundancias relativas de espécies de leveduras na primeira

coleta
Espécie Pontol Ponto2 Ponto 3 Densidade total
(UFC/L)  (UFC/L) (UFC/L)  por coleta - (%)"

Acremonium strictum? 32x10° 1,1x10* 14x10%-(9,1)
Candida boidinii 4,5 x 10* 4,5 x 10" - (29,2)
Candida sp. 3,8 x 10° 7,7 x 10* 8,0 x 10* - (51,9)
Hanseniaspora uvarum 30x10°  0,3x10%-(1,9)
Pichia guilliermondii 6,7 x 10° 5,7 x 10° 1,2 x 10* - (7,8)
Densidade total por ponto 1,1 x10* 1,3x10° 14x10° 15x10°
Riqueza de espécies por ponto 2 4 2

® Forma leveduriforme do fungo filamentoso

® Abundancia relativa de espécie por coleta
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Tabela 9 Densidades e abundéancias relativas de espécies de leveduras na segunda

coleta
Espécie Pontol Ponto 2 Ponto 3 Densidade total
(UFC/L) (UFC/L)  (UFC/L)  por coleta - (%)
Aureobasidium pulullans 1,0 x 10° 1,0 x 10° 2,0 x10°- (0,1)
Candida cylindracea 1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 6,0 x 10°- (0,3)
C. diversa 3,0x10* 6,2x10"  4,3x10 1,4 x 10° - (6,6)
C. oleophila 30x10* 52x10* 84x10* 1,7 x 10° - (8,0)
C. palmioleophila 1,0 x 10* 2,0 x 10° 3,0 x 10* - (1,4)
Debaryomyces hansenii 3,2 x 10" 3,2 x 10* - (1,5)
Geotrichum klebahnii 5,0 x 10° 3,4 x 10* 3,9 x 10* - (1,8)
H.uvarum 2,4 x 10" 2,4 x 10% - (1,1)
P.guillermondii 5,0 x 10* 5,0 x 10* - (2,3)
P. kluyveri 6,5x10*  7,2x10* 5,6x 10° 6,3 x 10° - (29,6)

Rhodosporidium paludigenum 2,0 x 10 1,4 x10° 1,0 x 10° 2,6 x 10° - (12,2)
Rhodosporidium toruloides 1,0x10°  2,0x10° 4,0 x10° 7,0 x 10° - (32,9)

Rhodotorula mucilaginosa 1,0 x 10* 3,6 x 10* 4,6 x10*-(2,2)
Densidade total por ponto 2,6x10° 58x10° 1,3x10° 3,2 x 10°
Riqueza de espécies por ponto 10 7 12

® Abundancia relativa de espécie por coleta
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Tabela 10 Densidades e abundéancias relativas de espécies de leveduras na terceira

coleta

Espécie Pontol  Ponto2 Ponto3 Densidade total

(UFC/L) (UFC/L)  (UFC/L)  por coleta - (%)

C. intermédia 1,0x10* 4,0x10* 2,0x 10 7,0 x 10" - (12)
C. palmioleophila 7,0 x 10° 1,1x10° 1,8 x 10° — (30,9)
C. parapsilosis 1,1x10° 1,1 x 10° - (18,9)
Issatchenkia occidentalis 6,0 x 10* 6,0 x 10* — (10,3)
Kodamaea ohmeri 3,0x 10* 2,0 x 10* 5,0 x 10* — (8,6)
P. kluyveri 3,0x10° 1,0x10* 6,0x10* 1,0 x 10° — (17,2)
Rh. Mucilaginosa 1,0 x 10* 2,4 x 10° 1,2 x10* - (2,1)
Densidade total por ponto 1,5x10°> 50x10* 3,8x10° 5,8 x 10°
Riqueza de espécies por ponto 5 2 7

® Abundancia relativa de espécie por coleta
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Tabela 11 Densidades e abundéancias relativas de espécies de leveduras na quarta

coleta
Espécie Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3  Densidade total por
(UFC/L)  (UFC/L)  (UFCIL) coleta — (%)"
A.pulullans 2,0 x 10° 2,0 x 10° - (0,1)
C. blattae 1,0 x 10* 5,0x10" 6,0 x10*-(3,8)
C.cylindracea 4,1 x10* 50x10° 4,6 x10*-(2,9)
C. intermédia 2,0x10* 3,3x10" 1,0x 10* 6,3 x 10*- (4,0)
C. natalensis 2,0 x 10° 2,0 x 10* - (1,3)
C. oleophila 2,3x10" 4,0x10° 1,9 x10° 4,6 x 10" - (2,9)
C. palmioleophila 9,0 x10* 3,0x10°  3,9x10°-(24,6)
C. parapsilosis 4,0x10° 4,0x10°-(25,2)
C. pseudointermedia 8,6 x10" 8,6 x10*- (5,4)
C. tropicalis 3,5x10*  4,0x10° 1,5x10° 1,9x10°-(12)
Cryptococcus luteolus 3,4 x 10" 3,4 x 10" - (2,1)
K. ohmeri 2,4 x 10* 6,0 x 10 8,4 x10*-(5,3)
P. kluyveri 1,0 x 10° 35x10* 3,6 x10*-(2,3)
P. pastoris 1,2 x 10* 2,3x10" 35x10*-(2,2)
R. toruloides 2,0x10* 2,0x10° 4,0x10° 2,6 x10*- (1,6)
Rh. Mucilaginosa 1,0 x 10° 7,0x10° 8,0x10°-(0,5)
Trichosporon asahii 1,0 x 10* 5,0x10" 6,0 x10*-(3,8)
Densidade total por ponto 3,4x10° 4,3x10° 2,0x10° 24 x10°
Riqueza de espécies por ponto 15 4 14

® Abundancia relativa de espécie por coleta
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Neste trabalho optou-se por abordar a distribuicdo temporal e espacial das
leveduras tendo em vista que tanto a época de coleta quanto os pontos amostrados
influenciaram na distribuicdo das espécies. Em cada coleta houve também variacdo de
abundancia e riquezas de espécies entre 0s pontos amostrados.

No presente trabalho as densidades mais altas de leveduras ocorreram durante a
primavera e outono (10° UFC/L); em um estudo sobre a ocorréncia sazonal de leveduras
no rio Danudbio as maiores densidades de leveduras também ocorreram no outono, este
fato pode estar ligado a menor amplitude térmica nestes periodos em relacdo aos
extremos de temperatura verificados no inverno e verdo (SLAVIKOVA &
VADKERTIOVA, 1997).

Na primeira coleta, Candida sp. foi a espécie mais abundante (=52%), ja na
segunda coleta, P. kluyveri foi a mais abundante (=30%), porém nas coletas
subsequentes esta continuou a apresentar altas densidades, entretanto ndo foi a espécie
mais abundante. Na terceira coleta, C. palmioleophila foi a espécie mais abundante
(=31%), mas apresentou abundancia menor na quarta coleta. C. parapsilosis foi a
espécie mais abundante na quarta coleta (=25%) e também apresentou altas densidades
na terceira coleta.

As analises comparativas das coletas usando o indice de Shannon-Wiener (H")
e a riqueza de espécies (S) estdo na Tabela 12. A primeira e quarta coletas apresentaram
0 menor e maior valor de diversidade, respectivamente. Considerando-se que o calculo
deste indice baseia-se na riqueza de espécies em cada coleta, podem-se relacionar os
valores obtidos com a menor e maior riqueza, respectivamente nos mesmos pontos. A
primeira coleta foi realizada no inverno, caracterizado por temperaturas mais baixas, em
torno de 18 °C, e baixa pluviosidade, cerca de 10 mm; ja a terceira coleta foi realizada
no verdo, caracterizado por temperaturas mais altas, em média 23 °C e alta pluviosidade,
aproximadamente 300 mm (INPE, 2010). Estes dados climaticos explicam em parte 0s
menores Vvalores de riqueza e abundancia de espécies nestes periodos.

Para avaliar o efeito da distribuicdo espacial na riqueza e abundancia de
espécies foram feitas analises considerando apenas os pontos de coleta. Na Figura 14
foram apresentados os valores de abundancia de espécies isoladas nos trés pontos. No
primeiro ponto, C. palmioleophila foi a espécie mais abundante (=22%), ja no segundo
ponto, R.toruloides foi a mais abundante (=27%) e no terceiro ponto, P.kluyveri foi a

espécie mais abundante (=22%). Destaca-se também que as espécies C. diversa, C.
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intermedia, C. oleophila, C. tropicalis, P. kluyveri, R. paludigenum e R. toruloides
ocorreram nos trés pontos amostrados. Ja as espécies como C. boidinii, C. natalensis,
C.parapsilosis, C. pseudointermedia, Cr. luteolus, D. hansenii, H. uvarum e I.
occidentalis ocorreram apenas em um ponto. Ao analisarem-se o0s valores de
diversidade obtidos nos trés pontos (Tabela 13), observa-se que estes apresentaram

valores semelhantes, porém os pontos 1 e 3 apresentaram valores de riqueza maiores.
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Tabela 12 Indice de diversidade de leveduras por coleta

Coletas
indices 1 2 3 4
Shannon-Winer H” 1,2 1,8 1,8 2,3
(1,1/1,5)% (1,6/2,4) (1,3/2,1) (2,2/2,7)
Riqueza S 5 13 7 17

& Os nimeros entre paréntesis representam os valores inferiores e superiores dos
indices de diversidade, com intervalo de confianca de 95% e valores de bootstrap
calculados a partir de 1.000 interaces.
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Tricosporan asahil
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodosporidium toruloides
Rhodosporidium paludigenum
Pichia pastoris

Pichia kiuyveri

Pichia guillermondif
Kodamae ohmeri
Issatchenkia occidentalis
Hanseniaspora uvarum
Geotrichum klebahnii

Debariomyces hansenii
Cryptococcus luteolus
Candida tropicalis
,’D [ Ponto 3
Candida sp.
Candida pseudointermedia W Ponto 2
Candida parapsilosis
HPontol

Candida palmioleophila
Candida oleophila
Candida natalensis
Candida intermedia
Candida diversa
Candida cylindracen
Candida boidinii
Candida blattae
Aureobasidium pululians

Acremonium strictum

0 5 10 15 20 25 30

Abundancia relativa (%)

Figura 13 Abundancia relativa das espécies de leveduras nos trés pontos

118




Tabela 13 Indice de diversidade de leveduras por pontos

Pontos
indices 1 2 3
Shannon-Wiener 2,5 2,1 2,4
H” (2,1/2,5) (1,8/2,1) (2,1/2,4)
Riqueza S 20 12 22

 Os nimeros entre paréntesis representam os valores inferiores e superiores dos

indices de diversidade, com intervalo de confianca de 95% e valores de bootstrap

calculados a partir de 1.000 interaces.
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As leveduras ascomicéticas foram mais abundantes neste trabalho em todos os
pontos e todas as coletas. Na primeira coleta, as espécies mais abundantes, foram as
leveduras Hanseniaspora uvarum, Candida boidinii, Candida sp. e Pichia
guilliermondii; na segunda coleta foram as leveduras Candida oleophila, Pichia
kluyveri, Candida cylindracea, Hanseniaspora uvarum, Candida palmioleophila e
Candida diversa; na terceira coleta foram as leveduras Issatchenkia occidentalis,
Kodamaea ohmeri, Candida palmioleophila, Candida intermedia, Candida parapsilosis
e Pichia kluyveri; na quarta coleta foram as leveduras Candida oleophila, Candida
blattae, Pichia kluyveri, Candida pseudointermedia, Candida cylindracea, Candida
parapsilosis, Candida natalensis, Candida tropicalis, Candida intermedia, Kodamaea
ohmeri e Pichia pastoris. Este fato pode estar ligado a polui¢cdo orgéanica no ponto 3
pelo fato de receber aporte de esgotos sanitarios, foi constatado em estudo realizado
pelo IGAM entre os anos de 2003 e 2004 altos indices de coliformes fecais, fosfato
total, ambnia ndo ionizavel, metais pesados e arsénio, além do aumento da demanda
bioguimica de oxigénio durante alguns periodos do estudo, estando todos estes
parametros em desconformidade com os padrdes ambientais (IGAM, 2004). Nonato e
colaboradores (2007) constataram por meio de analise de componentes principais
envolvendo parametros fisico-quimicos e bioldgicos de qualidade da &gua, que este
ponto possui a pior qualidade de agua da rede de monitoramento do IGAM no alto curso
do Rio das Velhas. A poluicdo deste ponto pode ser discriminada por parametros que
caracterizam rejeitos de mineracdo e também de poluicdo doméstica e industrial. Neste
trabalho as espécies com as mais altas densidades (na faixa de 10° UFC/L) foram as
leveduras ascomicéticas Candida oleophila, Pichia kluyveri, Candida diversa, Candida
palmioleophila, Candida parapsilosis e Candida tropicalis e as leveduras
basidiomicéticas Rhodosporidium paludigenum e Rhodosporidium toruloides. As
leveduras basidiomicéticas predominantes em muitos ambientes aquaticos sdo membros
dos géneros Rhodotorula, Rhodosporidium, Trichosporon, Cryptococcus e
Sporobolomyces (NAGAHAMA et al., 2001).

Gadanho et al. (2006) também isolaram leveduras do mesmos géneros e
espécies encontrados neste trabalho a partir de habitats aquaticos com baixo pH e altas
concentracdes de metais pesados, provenientes de drenagens de rochas do Cinturdo de
Pirita Ibérico, como por exemplo, leveduras acidofilas como Cryptococcus sp.,

Cryptococcus sp. e espécies que ocorreram em situacdes intermediarias de acidez e
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tolerancia aos metais pesados (Cu, Zn e Pb) como Candida fluviatilis, Rhodosporidium
toruloides e trés leveduras ndo identificadas em nivel de espécie pertencentes aos
géneros Rhodotorula e Cryptococcus.

A maioria das espécies de leveduras isoladas ndo seguiu um padrdo de
distribuicdo espacial e temporal nos pontos de coleta, este fato indica que

provavelmente muitas das mesmas néo séo nativas destes ambientes aquaticos.

7.7 Ensaios de tolerancia ao As (V) pelas leveduras

A Tabela 13 mostra as densidades celulares, expressas pelas medidas de
absorbancia a 600 nm e os percentuais de reducdes de crescimentos dos isolados de
leveduras em relacdo ao controle (meio minimo mineral sem adicdo de As (V)) obtidos
a partir do ensaio de tolerancia ao As (V).

Foram submetidos ao ensaio de tolerancia ao As (V) 54 isolados representantes
das diferentes espécies de leveduras. Observou-se que 10 isolados (cerca de 18 % dos
isolados totais) cresceram até a concentracdo limite de 300 mM; tambem 10 isolados
(aproximadamente 18 % dos isolados) cresceram até a concentragédo limite de 200 mM;
11 isolados (cerca de 21 % dos isolados) cresceram até a concentracdo limite de 150
mM; 18 isolados (cerca de 33 % dos isolados) cresceram até a concentragéo limite de 50
mM; dois isolados (aproximadamente 4 % dos isolados) cresceram até a concentracao
limite de 25 mM e trés isolados (aproximadamente 6 % dos isolados) cresceram até a
concentracdo limite de 10 mM

A maioria dos isolados de leveduras avaliadas quanto a tolerancia ao As(V) no
presente trabalho apresentaram o limite de tolerdncia acima de 50 mM de As (V).
Anderson e Cook (2004) isolaram e caracterizaram bactérias redutoras de arseniato a
partir de sitios contaminados com arsénio na Nova Zelandia. Os isolados dos géneros
Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus, Escherichia e Exiguobacterium, apresentaram o
limite de tolerancia de até 100 mM de As (V).

Em um trabalho realizado por Drewniak e colaboradores (2008) com isolados de
bactérias isolados a partir de uma antiga mina de ouro na Pol6nia, os autores obtiveram
resultados muito semelhantes aos encontrados no presente trabalho quanto a faixa de
toleréncia ao As (V) apresentada pelos isolados, exceto para um isolado que tolerou até
500 mM de As (V). Dos isolados restantes, 10 isolados toleraram entre 150 e 350 mM
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de As (V) e os demais apresentaram limites mais baixos de tolerancia ao As (V), entre
25 e 100 mM.

De forma geral, foi observado para todos os isolados de leveduras avaliados um
efeito inibitdrio progressivo de As (V) sobre o crescimento dos mesmos com 0 aumento
da concentragdo de As (V). Diferentes isolados identificados como pertencentes a
mesma espécie como, por exemplo aqueles das espécies, H. uvarum, Ac. strictum, D.
hansenii, C. oleophila, R. toruloides, C. palmioleophila e C. intermedia apresentaram
limites de tolerancia distintos, estes isolados apresentaram esta variacdo no limite de
tolerancia ao As (V) provavelmente por constituirem linhagens diferentes, uma vez que
apresentaram perfis moleculares distintos pela PCR fingerprinting com o uso do
iniciador GTGs.

No presente trabalho os isolados de leveduras apresentaram grande variagdo
quanto ao padrdo de tolerancia ao As (V) sendo que alguns isolados cresceram até o
limite de tolerancia de 300 mM de As (V) e outros por sua vez cresceram somente até o
limite de toleréncia de 10 mM de As (V), em um trabalho realizado por Bachate et al.
(2009) para isolamento e caracterizagdo de bactérias resistentes ao arsénio isoladas de
solos agricolas de Bangladesh, os autores também obtiveram isolados que variaram em
relacdo ao seu padréo de tolerancia ao As (V). Os isolados Arthrobacter sp. Dhal A e
Alcaligenes sp. Dhal L e Dhal N exibiram tolerancia de até 350 mM de As (V). O
isolado, Oceanimonas doudoroffi Dhal Rw, foi altamente tolerante ao As (V) (> 650
mM de As (V). Os isolados (Dhal B, Dhal C, Rice D, Rice E, Rice F e Rice G), todos
representantes do género Microbacterium, embora derivem de dois solos distintos,
tiveram 0 mesmo padrao de tolerancia e toleraram até 150 mM de As (V).

E interessante destacar que o isolado C. oleophila L16-3 teve uma reducéo
aproximada de apenas 54% em seu crescimento com o aumento da concentracdo de O
para 300 mM de As (V). Também, Collinet e Morin (1990) caracterizaram duas
linhagens de Thiobacillus, T. ferrooxidans e T. thiooxidans quanto a tolerancia ao As
(V), neste trabalho pode-se observar um efeito inibitério progressivo sobre o
crescimento de ambas as linhagens a medida que a concentracdo de As (V) é aumentada
até o limite de aproximadamente 530 mM de As (V).

No presente trabalho 47% dos isolados de leveduras tiveram limite de tolerancia
acima de 100 mM de As (V). Jackson e colaboradores (2005) enumeraram e

caracterizaram bactérias resistentes ao arseniato presentes em um grande estuario em
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Louisiana, EUA. Neste trabalho mais de 40% dos isolados bacterianos cresceram em
meio liquido acrescido de arsénio com concentragcfes superiores a 100 mM de As (V),
além desses, sete isolados toleraram concentragdes superiores a 300 mM de As (V).

No presente trabalho os isolados C. intermedia L44-2, Cr. luteolus L57-1,
Candida sp. L80 toleraram somente até 10 mM de As (V) e H. uvarum L24-1 e C.
intermedia L73 até 25 mM de As (V). Fan e colaboradores (2008) isolaram bactérias
capazes de oxidar arsenito e reduzir arseniato a partir de dguas subterraneas com altas
concentracdes de arsénio (1,93 mg de As/L) no noroeste da China, no entanto estas
bactérias apresentaram uma baixa tolerancia ao As (V), cerca de 5 mM.

O perfil de tolerancia ao As (V) mostrou-se variado entre as diferentes espécies
de leveduras analisadas e entre isolados diferentes da mesma espécie. Entre os
diferentes isolados de fungos filamentosos analisados, também houve diferenca quanto
ao perfil de tolerancia.
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Tabela 14 Ensaio de tolerancia ao As (V) pelas leveduras

Densidades 6pticas médias/ Percentuais de redugdes de crescimentos (%)

Espécies

H. uvarum

Ac. Strictum
Candida sp.

P. guilliermondii
Ac. Strictum

D .hansenii

C. oleophila

C. oleophila

P. guillermondii

R. toruloides

Isolados Limites

de

tolerancia

L2

L4
L5-1
L5-2
L6-3
L14-2
L16-3
L17
L22-3
L56-1

300 mM de As

Concentracdes de As (mM)

1,22+0,02/0
0,87+0,01/0
1,45+0,02/0
1,67+0,01/0
1,60+0,00/0
1,47+0,01/0
1,52+0,00/0
1,95+0,00/0
1,66+0,01/0
0,97+0,04/0

10

1,09+0,02/12,8
0,74%0,02/17,9
1,25+0,02/15,8
1,35+0,01/21,4
1,29+0,01/21,3
1,32+0,01/12,5
1,47+0,01/4,7

1,90+0,00/4,1

1,57+0,01/7,3

0,76+0,02/24,5

25

0,92+0,02/27,1
0,66+0,02/27,3
0,49+0,00/68,0
0,73+0,01/58,1
1,14+0,00/30,5
1,28+0,01/15,3
1,35+0,00/12,8
1,81+0,00/8,9

1,45+0,03/14,7
0,65+0,04/36,5

50

0,81+0,01/36,0
0,55+0,01/39,6
0,38+0,00/76,1
0,66+0,01/62,4
0,95+0,00/42,1
1,21+0,00/20,0
1,24+0,01/20,0
1,65+0,00/16,9
1,34+0,02/21,4
0,51+0,01/50,3

100

0,76+0,01/39,8
0,45+0,01/51,3
0,35+0,01/77,9
0,37+0,01/79,5
0,83+0,00/49,7
1,06+0,00/29,7
1,16+0,01/25,4
1,31+0,00/34,6
1,23+0,02/27,9
0,47%0,01/55,6

150

0,65+0,00/48,9
0,34+0,01/63,9
0,32+0,00/80,1
0,26+0,01/86,4
0,51+0,00/70,2
0,53+0,01/66,1
1,06+0,00/31,8
1,05+0,00/47,9
1,09+0,03/36,1
0,35+0,01/67,3

200

0,41+0,00/68,8
0,25+0,02/75,0
0,31+0,00/80,9
0,18+0,00/90,8
0,18+0,00/90,9
0,35+0,02/78,1
0,97+0,01/38,0
0,63+0,01/69,1
0,97+0,01/43,7
0,26+0,00/76,7

300

0,20+0,00/86,0
0,15+0,03/85,7
0,20+0,01/88,2
0,08+0,02/97,1
0,07+0,00/97,2
0,16+0,01/91,0
0,73+0,02/53,8
0,24+0,02/89,2
0,65+0,03/62,7
0,21+0,00/81,8
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Tabela 14 Ensaio de tolerancia ao As (V) pelas leveduras (continuagéo)

Densidades dpticas médias/ Percentuais de redugdes de crescimentos (%)

Espécies

C. boidinii
Ac.strictum

Rh. mucilaginosa
Rh. mucilaginosa
C. blattae

R. toruloides

C. cylindracea
T.asahii

C. palmioleophila
R. toruloides

P. kluyveri

R paludigenum
R. toruloides

C. palmioleophila
H. uvarum

C. palmioleophila
P. kluyveri
C. natalensis

C. oleophila

C. pseudointermedia
C. tropicalis

Isolados

L3
L06-2
L08-1
L08-2
L43-1
L23-3
L49
L46
L51-1
L64
L22-1
L23-1
L23-2
L24-2
L24-3
L30-2
L39
L40
L41
L45-1
L70-1

Limites de

tolerancia

200 mM de As

150 mM de As

Concentragdes de As (V) mM

1,42+0,01/0
1,51+0,00/0
0,96+0,03/0
0,82+0,01/0
0,93+0,02/0
0,95+0,03/0
0,66+0,03/0
0,87+0,00/0
1,65+0,00/0
1,10+0,04/0
1,14+0,02/0
0,86+0,03/0
0,85+0,03/0
0,96+0,03/0
1,04£0,01/0
0,950,00/0
1,03+£0,01/0
1,32+0,00/0
0,960,03/0
0,95+0,00/0
1,05+£0,01/0

10

0,88+0,00/40,0
1,10+£0,00/29,5
0,86+0,00/13,8
0,81+0,00/5,6

0,64+0,03/34,6
0,78+0,01/20,9
0,38+0,00/47,6
0,77+0,01/14,7
0,98+0,01/42,3
0,84+0,03/26,6
0,97+0,02/18,1
0,74£0,02/17,0
0,75+0,03/15,0
0,74£0,02/25,9
0,81+0,00/24,8
0,64+0,02/35,6
0,55+0,02/48,8
0,99+0,00/26,9
0,74+0,03/26,7
0,54+0,01/46,6
0,51+0,02/51,5

25

0,64+0,01/57,3
0,89+0,00/43,4
0,80+0,00/19,4
0,80+0,00/6,2

0,55+0,01/44,1
0,64+0,01/35,5
0,22+0,02/70,7
0,62+0,01/32,0
0,63+0,01/63,8
0,65+0,02/43,8
0,86+0,02/27,6
0,66+0,02/27,0
0,63+0,00/28,8
0,64+0,03/36,1
0,68+0,00/37,8
0,55+0,03/45,4
0,47+0,03/57,2
0,67+0,01/51,3
0,53+0,01/47,9
0,47+0,01/53,7
0,47+0,03/55,6

50

0,31+0,00/80,5
0,48+0,01/70,4
0,66+0,00/33,9
0,75+0,04/12,4
0,22+0,02/79,2
0,51+0,01/49,1
0,16+0,01/80,8
0,53+0,02/42,9
0,50+0,00/71,2
0,50+0,00/56,9
0,79£0,01/33,7
0,58+0,01/36,3
0,53+0,00/41,4
0,55+0,03/45,9
0,57+0,00/47,6
0,46+0,03/55,2
0,31+0,00/72,2
0,55+0,01/60,5
0,21+0,00/81,1
0,34+0,01/67,4
0,31+0,00/72,2

100

0,15+0,00/91,3
0,19+0,00/89,7
0,53+0,00/47,6
0,65+0,02/24,4
0,16+0,02/86,4
0,47+0,01/54,0
0,13+0,01/85,6
0,20+0,00/81,0
0,48+0,01/72,7
0,37£0,02/69,2
0,23+0,01/82,9
0,41£0,01/55,3
0,34£0,02/63,7
0,23£0,01/79,10
0,25+0,00/78,5
0,27+0,01/74,7
0,22+0,01/81,6
0,25+0,02/83,3
0,11+0,01/92,0
0,23+0,02/79,3
0,22+0,01/81,6

150

0,10+£0,00/95,3
0,12+0,00/93,9
0,22+0,03/79,8
0,23+0,02/76,0
0,12+0,01/90,8
0,21+0,01/81,3
0,09+0,00/90,2
0,14+0,00/87,5
0,11+0,01/95,3
0,25+0,03/79,6
0,14+0,04/90,3
0,14+0,03/87,0
0,14+0,03/87,2
0,11+0,01/91,8
0,11+0,00/92,4
0,11+0,00/92,0
0,11+0,00/91,8
0,13+0,03/92,3
0,08+0,00/94,3
0,07+0,01/95,4
0,11+0,00/91,8

200

0,07+0,01/97,0
0,09+0,01/96,2
0,07+0,02/95,4
0,14+0,00/87,1
0,08+0,01/94,8
0,06+0,02/96,5
0,08+0,00/91,8
0,07+0,00/95,4
0,07+0,00/97,6
0,17+0,00/87,0

300
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Tabela 14 Ensaio de tolerancia ao As (V) pelas leveduras (continuagéo)

Densidades dpticas médias/Percentuais de reducdes de crescimentos (%)

Espécies

Rh. mucilaginosa
A. pullulans
D. hansenii
A. pullulans
A. pullulans
G. klebahnii
C. diversa
C. diversa

1. occidentalis
1. occidentalis
K. ohmeri
C. palmioleophila
C. intermedia
C. parapsilosis
P. pastoris
C. palmioleophila
C. palmioleophila

A. pullulans

Isolados

L09
L12-1
L14-1
L16-1
L16-2

L19
L24-4
L24-5
L25-1
L25-2

L26
L29-1
L31-2

L33
L43-2

L48
L51-2
L84-2

Limite de

tolerancia

50 mM de As

Concentragdes de As (mM)

0 10 25 50

1,07+0,02/0 0,77+0,02/30,7 0,34+0,02/71,3 0,16+0,03/88,1
0,34+0,02/0 0,24+0,01/35,8 0,17+0,02/59,4 0,08+0,00/85,4
0,96+0,02/0 0,74+0,00/26,3 0,44+0,01/57,1 0,21+0,00/81,2
1,06+0,00/0 0,83+0,03/24,1 0,50+0,00/55,4 0,26+0,01/78,0
1,50+0,00/0 0,65+0,01/58,9 0,25+0,01/85,04 0,15+0,01/91,8
0,63+0,00/0 0,45+0,03/33,1 0,30+0,00/56,8 0,26+0,01/64,4
0,74+0,01/0 0,65+0,03/16,3 0,22+0,02/73,6 0,14+0,00/85,3
1,09+0,03/0 0,85+0,01/24,1 0,43+0,02/63,0 0,11+0,01/92,5
1,25+0,02/0 1,01+0,01/17,1 0,82+0,00/36,6 0,15+0,02/90,3
1,05+0,00/0 0,86+0,00/20,7 0,55+0,02/50,3 0,28+0,00/75,8
1,15+0,01/0 0,97+0,00/18,4 0,87+0,02/27,0 0,35+0,03/72,5
0,86+0,03/0 0,64+0,02/29,9 0,24+0,03/75,4 0,06+0,00/96,1
1,23+0,01/0 0,75+0,04/41,1 0,23+0,01/83,7 0,15+0,03/90,6
1,07+0,02/0 0,70+0,00/37,1 0,58+0,01/48,6 0,36+0,02/69,2
0,61+0,00/0 0,22+0,00/69,1 0,13+0,01/83,0 0,06+0,01/94,6
2,23+0,02/0 1,27+0,01/44,3 1,15+0,00/49,8 0,32+0,01/87,1
1,11+0,01/0 0,24+0,00/81,5 0,14+0,02/89,9 0,07+0,00/96,0
0,65+0,00/0 0,46+0,01/32,8 0,33+0,02/53,2 0,17+0,02/77,6
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Tabela 14 Ensaio de tolerancia ao As (V) pelas leveduras (continuagéo)

Espécies Isolados 0 10 25
H. uvarum L24-1 0,52+0,01/0  0,08+0,00/89,9 0,07+0,00/91,6
C. intermedia L73 é 0,89+0,00/0  0,50+0,00/46,4 0,19+0,00/81,8
&
C. intermedia L44-2 2 0,33+0,00/0  0,09+0,00/80,8
Cr. luteolus L57-1 g 0,25+0,02/0 0,14+0,01/55,3
Candida sp. L80 E 0,242+0,01/0  0,112+0,00/66,12
o
—
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7.8 Ensaio de viabilidade celular de leveduras em presenca de As (V)

Para avaliar o efeito do aumento da concentracdo de As (V) na viabilidade das
células foram selecionados de cada uma das espécies os isolados que apresentaram 0s
maiores limites de tolerancia ao As (V). Estes foram crescidos em meio minimo mineral
acrescido de concentracdes crescentes do metaldide (0, 50, 100 e 300 mM de As (V)) e
quantificados em UFC/L ap06s 48 h de incubacao.

A Tabela 15 mostra a viabilidade das leveduras nos ensaios de tolerancia ao As
(V). Os isolados Cr. luteolus L57-1, P. kluyveri L39, P. pastoris L43-2 permaneceram
viaveis apenas em meio liquido sem As (V).

Os isolados A. pullulans L12-1, G. klebahnii L19, I. occidentalis L25-1 e K.
ohmeri L26 permaneceram viaveis apos incubacdo em meio liquido acrescido de As (V)
até a concentragdo de 50 mM de As (V).

Os isolados Ac. strictum L4, C. blattae L43-1, C. boidinii L3, C. cylindracea
L21, C. diversa L24-4, C. intermedia L31-1, C. oleophila L16-3, C. palmioleophila
L24-2, C. parapsilosis L34, C. pseudointermedia L45-1, Candida sp. L5-1, C. tropicalis
L70-1, D. hansenii L14-2, H. uvarum L2, P. guilliermondii L5-2, Rh. mucilaginosa L8-
1 e T. asahii L46 permaneceram viaveis apos incubacdo em meio liquido acrescido de
As (V) até a concentracdo de 100 mM de As (V).

O isolado R. toruloides L56-1 foi o Unico que permaneceu viavel ap6s o ensaio
de tolerancia em meio liquido acrescido de As (V) até a concentracdo de 300 mM de As
(V).

As menores reducdes nas densidades celulares (10 vezes) foram observadas nos
isolados Ac. strictum L4, A. pullulans L12-1, C. boidinii L3, C. intermedia L31-1, C.
pseudointermedia L45-1, G. klebahnii L19, I. occidentalis L25-1, K. ohmeri L26, R.
toruloides L56-1, Rh. mucilaginosa L8-1 e T. asahii L46. Estas redu¢des nas densidades
celulares sdo explicadas pelo efeito toxico do As (V) ser cada vez maior com o0 aumento
da concentracdo do mesmo.

Ao relacionarem-se os dados do ensaio de tolerancia ao As (V) com os dados do
ensaio de viabilidade para os isolados analisados neste ultimo, observa-se que o isolado
P. kluyveri L39 apresentou uma reducdo de crescimento de 72,2% na concentracdo de
50 mM no ensaio de tolerancia e que nesta mesma concentracédo as células morreram no

ensaio de viabilidade, o que revela um efeito fungicida do arsénio nesta concentracéo.
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Todos os outros isolados apresentaram reducdes de crescimento medidas de maneira
indireta pelas redugdes de densidades Opticas nos ensaios de tolerancia e medidas de
maneira direta pelas reducbes de densidades celulares apresentadas nos ensaios de
viabilidade com o aumento da concentracdo de As (V). Esta relacdo parece indicar uma
confiabilidade na metodologia utilizada para verificacdo de influéncia da exposicao as

concentragdes crescentes de arsénio sobre o crescimento de levedura.
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Tabela 15 Viabilidade de leveduras em ensaios de tolerancia ao As (V)

Espécie Isolado  Concentracdo Tempo O h Tempo 48 h

mM de As (V) (UFC/mL) (UEFC/L)
Ac. strictum L4 0 3,4 x10° 6,2 x 10°
50 3,2 x 10° 6,4 x 10®
100 3,1x10° 6,3 x 10’

300 3,5 x 10° 0
A. pullulans L12-1 0 2,5 x 10° 5,2 x 10°
50 2,3 x 10° 5,1 x 10’

100 2,1x10° 0

300 2,2 x 10° 0
C. blattae L43-1 0 2,3x10° 4,6 x 10®
50 2,5 x 10° 5,1 x 10’
100 2,6 x 10° 5,2 x 10°

300 2,1x10° 0
C. boidinii L3 0 3,1x10° 6,3 x 10°
50 3,0 x 10° 6,5 x 10°
100 3,2 x 10° 6,6 x 10’

300 3,3x10° 0
C. cylindracea L21 0 2,7x10° 5,4 x 108
50 2,1x10° 4,2 x 10’
100 2,2 x 10° 4,4 x 10°

300 2,3x10° 0
C. diversa L24-4 0 3,1x10° 6,2 x 10°
50 3,4 x 10° 6,8 x 10’
100 3,2 x 10° 6,4 x 10°

300 3,1x10° 0
C. intermedia L31-2 0 2,5 x 10° 7,3 x 10°
50 2,7 x 10° 6,2 x 10°
100 2,3 x 10° 5,4 x 10°

300 2,5 x 10° 0

130



Tabela 15 Viabilidade de leveduras em ensaios de tolerancia ao As (V)

(continuacéo)

Espécie Isolado  Concentracdo Tempo O h Tempo 48 h

mM de As (V)  (UFC/mL) (UFCI/L)
C. oleophila L16-3 0 9,5x 10° 8,9 x 10°
50 8,5 x 10° 2,7 x 10
100 6,3 x 10° 8,5 x 10°

300 6,2 x 10° 0
C. palmioleophila L24-2 0 5,5 x 10° 1,2 x 10°
50 5,2 x 10° 4,2 x 10°
100 6,3 x 10° 1,0 x 10’

300 4,6 x 10° 0
C. parapsilosis L34 0 1,3 x 10’ 4,7 x 10°
50 1,2 x 10 7,1 x 10
100 1,3 x 10’ 8,0 x 10’

300 9,5 x 10° 0
C. pseudointermedia L45-1 0 3,1 x 10° 4,5 x 10°
50 2,2 x 10° 3,6 x 10°
100 2,3 x10° 3,2x 10’

300 2,3 x 10° 0
Candida sp. L5-1 0 2,5 x 10° 4,1 x10°
50 2,1 x 10° 4,2 x 10’
100 2,5 x 10° 4,3 x 10°

300 2,4 x 10° 0
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Tabela 15 Viabilidade de leveduras em ensaios de tolerancia ao As (V)

(continuacéo)

Espécie Isolado  Concentragéo Tempo O h Tempo 48 h
mMde As (V)  (UFC/mL) (UFC/L)
C. tropicalis L70-1 0 2,8 x 10° 1,3x10°
50 2,7 x 10° 1,0 x 10’
100 2,6 x 10° 1,0 x 10°
300 2,9 x 10° 0
Cr. luteolus L57-1 0 6,1 x 10° 8,2 x 10’
50 5,1 x 10° 0
100 4,6 x 10° 0
300 4,8 x 10° 0
D. hansenii L14-2 0 5,3 x 10° 7,5 x 10°
50 5,1 x 10° 7,4 x 10
100 5,4 x 10° 7,2 x 10°
300 5,5 x 10° 0
G. klebahnii L19 0 6,1 x 10° 6,2 x 10’
50 6,2 x 10° 6,6 x 10°
100 6,1 x 10° 0
300 6,3 x 10° 0
H. uvarum L2 0 4,3 x 10° 8,0 x 10°
50 4,2 x 10° 7,4 x 10’
100 4,2 x 10° 7,6 x 10°
300 4,1 x 10° 0
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Tabela 15 Viabilidade

(continuacéo)

de leveduras em ensaios de tolerancia ao As (V)

Espécie Isolado  Concentragéo Tempo O h Tempo 48 h
mM de As (UFC/mL) (UFC/L)
V)
. occidentalis L25-1 0 3,1 x 10° 6,5 x 10°
50 3,3 x10° 6,6 x 10’
100 3,0 x 10° 0
300 3,2 x 10° 0
K. ohmeri 126 0 2,1 x 10° 3,2 x 10°
50 2,0 x 10° 6,3 x 10’
100 2,2 x 10° 0
300 2,1 x 10° 0
P. guilliermondii L5-2 0 3,5 x 10° 6,1 x 10°
50 3,3x10° 6,3 x 10’
100 3,4 x 10° 6,7 x 10°
300 3,1x10° 0
P. kluyveri .39 0 6,6 x 10° 9,0 x 10’
50 5,7 x 10° 0
100 4,5 x 10° 0
300 4,8 x 10° 0
P. pastoris L43-2 0 2,6 x 10° 4,6 x 10°
50 2,8 x 10° 0
100 2,5 x 10° 0
300 2,7 x 10° 0
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Tabela 15 Viabilidade de leveduras em ensaios de tolerancia ao As (V)

(continuacéo)

Espécie Isolado Concentracéo TempoOh Tempo 48 h
mMde As (V)  (UFC/mL) (UFC/L)
R. toruloides L56-1 0 3,6 x 10° 1,3x10°
50 2,0 x 10° 7,4 x 10’
100 4,0 x 10° 6,7 x 10’
300 3,1 x 10° 3,4 x 10’
Rh. mucilaginosa L8-1 0 4,8 x 10° 5,1 x 10°
50 4,6 x 10° 4,2 x 10°
100 4,4 x 10° 6,2 x 10
300 3,8 x 10° 0
T. asahii L46 0 1,4 x 10° 5,1 x 10’
50 1,5 x 10° 2,0 x 10’
100 2,0 x 10° 4,0 x 10°
300 9,0 x 10° 0
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7.9 Dosagens de residuos sulfidrilicos totais

Alguns compostos envolvidos nas respostas celulares de leveduras ao estresse
oxidativo causado por As sdo ricos em residuos sulfidrilicos, como exemplo de tais
compostos, pode-se citar a glutationa. Estes compostos celulares podem ser
quantificados pela dosagem de residuos sulfidrilicos totais por meio de leitura
espectrofotométrica, os quais podem fornecer indicios sobre as respostas celulares ao
estresse oxidativo causado por As apresentadas pelas leveduras (DEMASI et al., 2006,
COSTAMOREIRA, 2007). Neste trabalho foram selecionados dois isolados de
leveduras, uma ascomicética e a outra basiodiomicética, que apresentaram tolerancia ao
As (V) de até 300 mM para dosagem de residuos sulfidrilicos totais e investigacdo das
respostas celulares ao As (V).

Os resultados apresentados na Figura 13a mostram que a levedura R. toruloides
L56-1 apds exposicdo a 1 mM de As (V) aumentou significativamente (p=0,002) os
niveis dos residuos sulfidrilicos totais em cerca de 130% em relacdo ao controle,
passando de 0,31 pg/mg de proteina para 0,72 pg/mg de proteina. Entretanto, quando
exposta a 5 mM, houve uma reducdo significativa (p=0,002) dos niveis de residuos
sulfidrilicos totais em cerca de 45% em relacdo ao controle, passando de 0,31 pg/mg de
proteina/ para 0,17 pg/mg de proteina.

O aumento dos niveis de residuos sulfidrilicos totais em R.toruloides L56-1
quando exposta a 1 mM de As (V) pode ser explicado pelo fato de que algumas
leveduras quando expostas a baixas concentracdes de metais ou metaldides, podem
aumentar sua tolerancia pela inducdo de mecanismos de defesa, como as defesas
antioxidantes ndo-enzimaticas, reveladas por um aumento da concentracdo de grupos
tiois livres. O As (V) reage com 0s grupos tidis intracelulares, como cisteina e
glutationa, levando ao estresse oxidativo indireto por monopolizar as defesas contra os
radicais livres gerados pelo metabolismo celular. A glutationa reduzida (GSH) € o
principal reservatério de grupos tiois ndo protéico (NOCTOR, 2006), e a
disponibilidade de GSH é importante na reducdo de As (V) tanto quanto no transporte
de As (I11) para os vacuolos (WYSOCKI et al., 2003).

Ja a reducdo dos niveis de residuos sulfidrilicos totais em R. toruloides L56-1
quando exposta a 5 mM de As (V) pode ser explicada provavelmente, pelo fato que na

presenca de concentra¢fes mais altas de metais ou metaldides, estes sdo internalizados
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em excesso e oxidam rapidamente os compostos com grupos sulfidrilicos livres,
reduzindo assim os niveis de residuos sulfidrilicos totais.

Os resultados apresentados na Figura 13b mostram as redugdes significativas
(p=0,041) em P.guilliermondii L5-2 dos niveis de residuos sulfidrilicos totais, quando
exposta a 1 mM de As (V) de cerca de 75% em relacdo ao controle passando de 0,15
pg/mg de proteina para 0,04 pg/mg de proteina, e quando exposta a 5 mM de As (V) de
cerca de 80% em relagdo ao controle passando de 0,15 pg/mg de proteina para 0,03
pg/mg de proteina. Esta levedura apresentou 21,4% de redugdo de crescimento em
ensaio de tolerdncia na concentracdo de 10 mM de As (V) e manteve-se vidvel até a
concentracdo de 100 mM por 48h. Estes dados revelam que apesar desta levedura
apresentar reducdo dos niveis de residuos sulfidrilicos totais nas concentracGes referidas
acima, ela permanece ainda viavel e ativa. Este fato sugere provavelmente que talvez
esta levedura possa apresentar outros mecanismos de tolerancia ao As (V), como as

desfesas antioxidantes enzimaticas.
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Figura 14 Dosagem dos niveis de residuos sulfidrilicos totais em: (a) R. toruloides
L56-1 e (b) P. guilliermondii L5-2
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7.10 Diversidade de fungos filamentosos isolados na regido do Corrego da Mina

Um total de 105 morfotipos de fungos filamentosos foi obtido das 36 amostras
coletadas na regido do Cdrrego da Mina (Nova Lima/MG). Porém destes morfotipos,
quatro ndo cresceram novamente apds a preservagdo, cinco foram contaminados com
outros microrganismos, o0 que impossibilitou a purificacdo dos mesmos. Para seis
isolados ndo se obtiveram sequéncias da regido 1TS1-5.8S-1TS2 de boa qualidade. As
Tabelas 16, 17, 18 e 19 mostram as densidades das espécies, classe ou ordem de fungos
filamentosos isolados. A partir de um total de 89 morfotipos foram identificados 27
géneros e 51 espécies. Os isolados foram considerados como pertencentes a mesma
espécie quando apresentaram valores de identidade >99% e do mesmo género quando
apresentaram valores entre 93% e 98% nos resultados de busca por similaridade do
GenBank. Os géneros identificados foram Paraconiothyrium, Curvularia, Fusarium,
Cladosporium, Plectosphaerella, Leptosphaeria, Penicillium, Hypocrea, Alternaria,
Microsphaeropsis, Epicoccum, Stemphylium, Rhizomucor, Neurospora, Amylomyces,
Aspergillus, Pestalotiopsis, Cochliobolus, Mucor, Cylindrocladiella, Bionectria,
Phaeosphaeria, Microdochium, Phoma, Discostroma, Daldinia e Bipolaris. Alem disso,
alguns isolados foram identificados pela ordem como Pleosporales sp. e pela classe
como Dothideomycetes sp. por apresentarem valores de identidade abaixo de 93% na
busca por similaridade no GenBank (GARDES & BRUNS, 1995).

A ocorréncia dos géneros Alternaria, Aspergillus e Fusarium, também foi
verificada por Iram e colaboradores (2009) em amostras de solos de minas
contaminadas com metais pesados e arsénio em Wiesloch, na Alemanha, e de solos
contaminados com esgoto domestico e efluentes industriais em Lahore no Paquistdo. A
analise da comunidade eucariota metabolicamente ativa presente em efluentes acidos
provenientes de minas contaminadas com metais pesados e arsénio no norte da
California (EUA) revelou a presenca de fungos filamentosos pertencentes a classe
Dothideomycetes, assim como no presente trabalho (BAKER et al., 2004).

A partir da analise das tabelas referidas acima se pode inferir que tanto a época
de coleta quanto os pontos amostrados tiveram influéncia nas densidades totais, na

rigueza e na abundancia de espécies de fungos. As densidades totais de fungos
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filamentosos nas duas primeiras coletas foram cerca de dez vezes menor em relagao as
contagens das duas Ultimas coletas. Na primeira coleta foi Fusarium sp. a espécie mais
abundante (=51%), ja na segunda coleta Fusarium chlamydosporum foi a mais
abundante (=55%), na terceira coleta Microdochium sp. a foi a espécie mais abundante
(36=%) ¢ Cladosporium sphaerospermum foi a mais abundante na quarta coleta
(=16%).

A maioria das espécies de fungos filamentosos presentes nas amostras coletadas
neste trabalho sdo encontradas normalmente associadas as plantas e amplamente
distribuidas em diferentes solos, 0 que sugere que estes fungos presentes nestes corpos
d’ agua sejam provenientes de matéria organica aloctone (SHEARER et al., 2006).

As analises comparativas das coletas usando o indice Shannon-Wiener (H") e a
riqueza de espécies (S) estdo na Tabela 14. A terceira e a quarta coletas apresentaram 0s
maiores indices de Shannon-Wiener (H"), também foi observado o maior valor (19) de
riqueza para ambas. Quando se compara a riqueza de espécies de leveduras a de fungos
nas quatro coletas, observa-se um padréo diferente, 0 que sugere que as leveduras e
fungos filamentosos respondem diferentemente as variagbes ambientais provocadas
pelas mudangas climaticas.

Para avaliar o efeito da distribuicao espacial na riqueza de espécies foram feitas
analises considerando apenas os pontos de coleta. Ao analisarem-se os indices de
Shannon-Wiener (H") obtidos nos trés pontos (Tabela 15), observa-se que estes
apresentaram valores semelhantes, porém os pontos 1 e 2 apresentaram valores de
rigueza maiores. Talvez os fungos filamentosos sejam menos tolerantes a poluicao
decorrente do despejo de esgotos domésticos, industriais e efluentes de mineracao
presente no ponto 3, o que pode ser refletido na menor riqueza de espécies encontrada

neste ponto.
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7.11 Ensaios de tolerancia ao As (V) pelos fungos filamentosos

Os isolados representantes das diferentes espécies/géneros foram submetidos ao
ensaio de tolerncia ao arseniato em meio YM solido acrescido de arseniato de sddio
em concentragdes crescentes (0, 50, 100, 150 e 300 mM de As (V)) e os resultados
foram apresentados na Tabela 16. Observou-se que: 45 isolados (aproximadamente 51%
dos isolados) cresceram apenas em meio sélido ndo acrescido de arseniato (Anexo A);
13 isolados (aproximadamente 15% dos isolados) cresceram até o limite de 50 mM de
As (V); 10 isolados (aproximadamente 11% dos isolados) cresceram até o limite de 100
mM de As (V); 12 isolados (aproximadamente 13% dos isolados) cresceram ate o limite
de 150 mM de As (V) e nove isolados (aproximadamente 10% dos isolados) cresceram
até o limite de 300 mM. A resisténcia microbiana as diferentes espécies de arsénio €
disseminada na natureza, mas as resisténcias as concentracdes de As (V) maiores que
100 mM sdo consideradas muito altas (JACKSON et al., 2005).

Dentre os isolados que cresceram em meio solido acrescido de 300 mM de As
(V), os isolados Plectosphaerella cucumerina UFMG CB 3426 e Rhizomucor variabilis
UFMG CB 3455 apresentaram 0s menores percentuias de reducdo de crescimento,
respectivamente, 39,09% e 55,84%. Esta concentracdo é cerca de 30 vezes maior do que
aquela suportada por microrganismos de referéncia como Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus nidulans, e 300 vezes maior do que aquela
tolerada por Aspergillus niger (CANOVAS et al., 2002).

Este comportamento foi descrito em estudo realizado por Cernansky e
colaboradores (1997). Os autores selecionaram um isolado do fungo filamentoso
microscopico da espécie Neosartorya fischeri para ensaio de tolerancia aos As(l11) e As
(V) nas concentracbes de 0,05 mM, 0,1 mM e 0,5 mM. Ambos, arsénio trivalente e
pentavalente reduziram o crescimento radial do fungo somente na concentracéo de 0,5
mM, e os efeitos sobre crescimento usando 0,05 mM, 0,1 mM de arsénio foram muito
similares aos obtidos com os controles sem adicdo de arsénio aos meios. Estes
resultados obtidos pelos autores mostram que o isolado fungico utilizado pelos mesmos
é muito mais sensivel ao As (V) quando comparado aos isolados tolerantes do presente
trabalho.
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Tabela 16 Densidades e abundancias relativas de espécies de fungos filamentosos

da primeira coleta

Espécies Pontol Ponto 2 Ponto 3 Densidade total
(UFC/L) (UFC/L)  (UFC/L)  por coleta - (%)
Alternaria tenuissima 3,0 x 10° 3,0 x 10°- (1,0)
Cladosporium cladosporioides  5,2x10° 4,5x10°  15x10°  1,1x10*-(3,8)
Cladosporium sp. 42x10* 1,7 x10* 5,9 x10* - (20,2)
Curvularia sp. 1,7 x 10° 1,7 x 10% - (0,7)
Epicoccum sp. 40x10° 3,5x10° 7,5x10%- (2,7)
Fusarium sp. 7,2x10°  29x10° 50x10° 1,5x10°-(51,4)
Hypocrea lixii 1,0x10®° 6,0x10° 7,0 x 10%- (2,4)
Leptosphaeria sp. 32x10° 35x10° 6,8 x10° - (2,4)
Microsphaeropsis sp. 20x10° 20x10° 4,0x10°-(1,4)
Mucor racemosus 25x10°  34x10° 16x10° 75x10°-(2,7)
Paraconiothyrium cyclothyrioides 9,0 x 10° 9,0 x 10%- (3,1)
Penicillium chrysogenum 1,6 x10* 2,3x10° 9,0x10*  1,3x10*-(4,5)
Penicillium sp. 3,0 x 10° 3,0x10°-(1,0)
Plectosphaerella cucumerina 35x10°  3,5x10°- (1,4)
Pleosporales sp. 22x103  21x10°  4,3x10%-(1,4)
Densidade total por ponto 15x10° 1,1x10° 1,5x10° 4,1x10°
Riqueza de species por ponto 10 12 7

® Abundancia relativa de espécie por coleta
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Tabela 17 Densidades e abundancias relativas de espécies de fungos filamentosos
da segunda coleta

Espécies Pontol Ponto 2 Ponto 3  Densidade total por
(UFC/L)  (UFC/L)  (UFCIL) coleta - (%)"

Alternaria alternate 9,4x10°  2,7x10° 1,2 x 10*- (4,4)
Alternaria sp. 54x10° 56x10° 6,2x10°  1,7x10%- (6,2)
Amylomyces rouxii 6,5 x10° 6,5 x 10°- (2,6)
Aspergillus sp. 80x10° 12x10° 9,0x10®°  1,8x10*-(6,6)

C. cladosporioides 42x10°  3,3x10° 7,5 x10° - (2,9)
Cladosporium sp. 2,5x10°  3,2x10° 5,7 x 10%- (2,2)
Fusarium chlamydosporum 1,0x10* 65x10" 7,3x10*  1,5x10°-(54,9)
Leptosphaeria sp. 2,0x10°  1,5x10° 3,5x10°- (1,5)
Neurospora discrete 1,0x10®° 3,0x10° 4,2x10° 8,2 x 10°7(2,9)
Phaeoacremonium rubrigenum  6,3x10° 65x10° 14x10°  1,4x10%-(5,1)
Pleosporales sp. 5,0x10° 5,0 x 10%- (1,8)
Rhizomucor variabilis 7,4 x10° 1,4x10°  8,8x10°-(3,3)
Stemphylium sp. 55x10°  42x10° 58x10° 1,5 x10* - (5,5)

Densidade total por ponto 6,8x10° 1,0x10° 1,0x10° 2,7 x10°
Riqueza de species por ponto 12 11 7

® Abundancia relativa de espécie por coleta
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Tabela 18 Densidades e abundancias relativas de espécies de fungos filamentosos
da terceira coleta

Espécies Pontol Ponto 2 Ponto 3 Densidade total por
(UFC/L)  (UFC/L)  (UFCIL) coleta - (%)"

Bionectria ochroleuca 6,0 x10” 6,0 x 10* - (3,0)

C. cladosporioides 71x10* 65x10° 1,1x10 1,5 x 10° - (7,5)
Cochliobolus homomorphus 3,0 x 10* 3,0 x 10* - (1,5)
Curvularia intermedia 34x10° 1,1x10° 4,5x 10" - (2,2)
Curvularia. sp. 2,6x10* 43x10° 6,6x10° 1,3 x 10° - (6,5)
Cylindrocladiella lageniformis 2,4 x10” 2,6 10" 2,0 x10* 7,0 x 10" - (3,5)
Dothideomycetes sp. 1,2x10*  7,0x 10 8,2 x 10* - (4,1)
Epicoccum nigrum 4,4 x 10 4,4 x 10" - (2,2)

F. chlamydosporum 5,5 x 10* 5,5 x 10* - (2,7)
F.oxysporum 1,5 x 10* 1,5 x 10*- (0,7)
Fusarium. sp. 7,0 x 10 7,0 x 10* - (3,5)

H. lixii 50x10*  36x10°  7,2x10° 1,6 x 10° - (8,0)
Leptosphaeria sp. 3,5 x 10* 3,56 x 10*- (1,7)
Microdochium sp. 7,3 x 10* 7,3 x 10° - (36,4)
Mucor circinelloides 2,7 x 10* 1,4 x 10* 4,1 x10*-(2,0)
Pestalotiopsis. sp. 1,1x10* 3,1x10* 3,0x10" 7,2 x 10* - (3,6)
Phaeosphaeria oryzae 4,4 x 10* 4,4 x10*-(2,2)
Phaeosphaeria sp. 5,3 x10* 8,1 x 10* 1,3 x 10°"(6,5)
Rhizomucor sp. 3,0 x 10* 1,3 x 10* 4,3x10*-(2,1)

Densidade total por ponto 51x10° 36x10° 4,8x10° 1,3 x 10°
Riqueza de espécies por ponto 14 10 11

P Abundancia relativa de espécie por coleta
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Tabela 19 Densidades e abundancias relativas de espécies de fungos filamentosos

da quarta coleta

Espécies Pontol Ponto 2 Ponto 3 Densidade total por

(UFC/L)  (UFC/L)  (UFCL) coleta - (%)"
Bipolaris sp. 3,5 x 10° 2,4 x 10° 1,4 x 10° 7,3x10°- (0,7)
C. cladosporioides 3,6 x 10 1,6 x 10* 1,7 x 10* 5,9 x 10* - (6,0)
C. perangustum 4,2 x 10* 4,3 x10* 8,5x10*-(8,7)
Cladosporium. sp. 1,1 x 10* 6,4 x 10 7,5 x 10* - (7,6)
C. sphaerospermum 3,5 x 10° 75x10*  5,5x10°  1,6x10°—(16,3)
Curvularia sichuanensis 4,6 x 10° 2,1 x10° 2,4 x 10° 1,0 x 10* - (1,0)
Daldinia placentiformis 1,5 x 10° 1,0 x 10° 2,5 x10° — (0,3)
Discostroma fuscellum 2,4 x10° 9,1 x 10* 9,3 x 10* - (9,5)
Dothideomycetes sp. 2,4 x10° 1,9x10°  4,3x10°-(0,4)
F. chlamydosporum 3,1x10° 1,0 x 10* 1,2 x 10° 1,5 x 10° — (15,3)
Leptosphaeria. sp. 5,1 x 10° 4.4 x10° 9,5 x 10%— (1,0)
M. circinelloides 1,8 x 10* 1,8 x 10— (1,8)
Penicillium dipodomyicola 1,5 x 10* 5, 3 x10* 1,2 x 10* 8,0 x 10* - (8,1)
Pestalotipsis clavispora 1,0 x 10° 7,2 x 10° 4,3 x10° 1,2 x 10* - (1,6)
Pestalotipsis palmarum 1,3x 10° 1,3x10°—(0,1)
Phoma multirostrata 8,3 x10* 8,3 x10* - (8,5)
Phoma sp. 5,2 x10* 5,2 x 10* - (5,3)
Plectosphaerella cucumerina 2,4 x 10° 6,3 x 10* 6,5 x 10" — (6,6)
Rhizomucor variabilis 1,1 x 10* 1,1 x10* - (1,1)

Densidade total por ponto 1,5 x 10° 4,0x10° 48x10° 1,0 x 10°

Riqueza de species por 14 14 15

ponto

® Abundancia relativa de espécie por coleta
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Tabela 20 Indice de diversidade de fungos filamentosos por coleta

Coletas
indices 1 2 3 4
Shannon H’ 1,7 1,8 2,4 2,5
(1,4/2,1) (1,6/2,7) (2,1/2,7) (2,0/3,0)
Riqueza S 15 13 19 19

% Os nimeros em paréntesis representam os valores inferiores e superiores dos

indices de diversidade, com intervalo de confianca de 95% e valores de bootstrap

calculados a partir de 1.000 interaces.
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Tabela 21 indice de diversidade de fungos filamentosos por ponto

Pontos
indices 1 2 3
Shannon H’ 3,0 3,0 2,9
(2,8/3,1) (2,8/3,1) (2,9/3,1)
Riqueza S 36 34 33

% Os nimeros em paréntesis representam os valores inferiores e superiores dos
indices de diversidade, com intervalo de confianca de 95% e valores de bootstrap

calculados a partir de 1.000 interaces.
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Neste trabalho os fungos filamentosos peretencentes ao género Aspergillus
foram capazes de crescer em meio solido acrescido de As até a concentracdo de 100
mM de As (V). Canovas e colaboradores (2002) em estudo realizado com o fungo
filamentoso Aspergillus sp. P37, obtido a partir de amostras de agua do rio Tinto na
Espanha, observaram que o mesmo foi capaz crescer até uma concentracdo de 200 mM
de As (V), porém deve-se destacar que os meios solidos usados pelos autores foram
diferentes daqueles usados no presente trabalho. Este rio possui alta acidez e altas
concentracdes de metais pesados e metaldides (As, Cu, Cr e Zn), sendo considerado um
ambiente extremo.

Uma vez que trabalhos sobre a tolerancia ao As (V) pelos fungos filamentosos
sdo escassos na literatura e como ja foi discutido no item 6.7 pode-se observar que a
tolerancia ao As (V) varia também entre os clados leveduras, fungos filamentosos e
bactérias, e também dentro de suas especies e linhagens. A maioria dos fungos
filamentosos do presente trabalho apresentaram baixa tolerancia ao As (V); Huysmans e
Frankenberger (1990) isolaram bactérias resistentes ao arsénio a partir de aguas
drenadas de plantacbes agricolas e sedimentos de pocos. Os autores também
observaram as baixas tolerancias de seus isolados, refletidas pelas diminuicdes das
densidades celulares, quando as concentracdes de As (I1l1) foram maiores que 0,013
mM.

Por outro lado,os fungos que apresentaram tolerancia até 300 mM de As (V) no
presente trabalho, apresentarm a mesma faixa de tolerancia ao As (V) relatada por
Mateos e colaboradores (2006), para os isolados bacterianos Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032 e C. glutamicum ATCC 13869.
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Tabela 22 Ensaio de tolerancia ao As (V) pelos fungos filamentosos

Diametros médios (mm)/Percentuais de redugdes de crescimentos(%)

Espécies

Pl. cucumerina
C. cladosporioides
R. variabilis
Pleosporales sp.

Am. rouxii
M. circinelloides
C. cladosporioides

F. chlamydosporum

P. dipodomyicola

Curvularia. sp.
P. chrysogenum
F. chlamydosporum
C. cladosporioides
F. oxysporum
Pestalotiopsis sp.

M. circinelloides
Rhizomucor sp.
Leptosphaeria sp.

Phaeosphaeria. sp.
Microdochium sp.
Discostroma fuscellum

Isolados
UFMG
CB
3426
3438
3455
3462

3477
3509
3524

3538
3563

3420
3428
3479
3482
3487
3496

3505
3506
3527

3528
3529
3540

Concentracdes de As (V) (mM)

0 50 100 150 300
41,8+0,1/0 39,4+0,4/20,9 38,9+0,5/22,1 33,9+0,7/34,1  31,9+0,3/39,1
30,7+0,6/0 20,4+0,7/54,2 16,8+0,3/66,1 13,5+0,2/76,9 9,4+0,5/90,2
31,2+0,2/0 29,7+0,3/25,5 27,1+0,1/33,9 25,6+0,2/38,4  20,2+0,1/55,8
32,2+0,1/0 15,4+0,2/72,2 13,4+0,1/78,3 9,6+0,3/90,0 8,6+0,5/93,2
24,5%0,4/0 12,7+0,1/74,2 10,1+0,1/85,0 8,8+0,1/90,2 7,8+0,1/94,2
80,5+0,1/0 70,4+0,1/20,4 20,0+0,1/83,2 12,5+0,1/92,4  10,4+0,1/96,0
37,9+0,2/0 23,840,3/54,2 16,1+0,1/74,5 11,2+0,6/87,5 9,9+0,5/90,8
56,8+0,6/0 50,2+0,2/22,9 41,7+0,1/37,9 25,8+0,5/65,9  10,6+0,2/92,6
48,6+0,2/0 34,2+0,1/42,8 21,5+0,3/68,9 13,8+0,7/84,8 9,6+0,5/93,4
52,6+0,3/0 8,24+0,1/97,0 7,7%0,1/97,6 7,3+0,2/98,4
54,7+0,3/0 46,1+0,4/27,4 34,2+0,1/49,2 7,6+0,3/96,0

80,4+0,1/ 78,4+0,5/10,4 45,7+0,3/51,1 12,6+0,1/92,3
80,4+0,3/0 20,1+0,1/83,0 15,6+0,3/88,6 8,6+0,1/97,2
80,7+0,1/0 46,7+0,1/50,1 34,8+0,1/64,9 9,1+0,1/96,6
64,8+0,4/0 35,8+0,5/54,6 14,9+0,2/86,9 9,5+0,3/95,2
80,3+0,1/0 28,6+0,2/72,3 13,1+0,1/91,6 10,1+0,1/95,4
80,6+0,1/0 20,6+0,1/82,3 15,3+0,1/88,9 10,4+0,1/95,1
54,6+0,3/0 42,8+0,4/33,3 37,6+0,5/42,9 11,4+0,3/90,8
58,3+0,8/0 43,3+0,1/36,7 35,7+0,4/49,7 10,7+0,3/92,6
46,2+0,1/0 34,5+0,3/39,2 21,8+0,6/66,7 9,7+0,4/92,9
43,7+0,3/0 32,8+0,2/39,6 17,9+0,4/73,7 8,7+0,1/94,7
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Tabela 22 Ensaio de tolerancia ao As (V) pelos fungos filamentosos (continuacao)

Diametros médios (mm)/Percentuais de reduces de
crescimentos(%)

Espécies

Alternaria sp.
Aspergillus. sp.
Cladosporium. sp.
Cy. lageniformis

E. nigrum
F. chlamydosporum

M. circinelloides
N. discrete

Po. multirostrata

Rhizomucor. sp.

Bipolaris sp.

C. cladosporioides
C. perangustum

Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.

Dothideomycetes sp.

Fusarium sp.
Fusarium sp.
H. lixii
H. lixii
Leptosphaeria. sp.
Pleosporales sp.

Isolados
UFMGCB
3440
3481
3425
3511

3508
3495

3546
3470

3536
3506

3580

3424
3577

3439
3441
3483
3569

3499
3423
3491
3514
3518

3453
3434

Concentrages de As (V) (mM)

0 50 100 150 300
25,4+0,8/0 9,9+0,3/86,2 8,5+0,3/91,8
84,4+0,1/0 32,640,2/68,9  15,7+0,1/89,0
62,4+0,3/0 14,8+0,3/86,5 13,4+0,5/88,8
36,2+0,1/0 12,6+0,4/82,9  8,7+0,3/93,7
76,7+0,1/0 20,3+0,1/81,9  10,6+0,1/94,5
52,8+0,2/0 25,7+0,2/63,5  7,8+0,5/97,4
58,6+0,1/0 25,8+0,2/66,9  11,6+0,3/91,1
55,7+0,5/0 42,3+0,1/35,6  10,8+0,7/92,1
38,7+0,3/0 16,8+0,7/73,1  7,9+0,4/96,1
42,3+0,1/0 29,6%0,3/45,2  9,4%0,2/92,9
49,7+0,4/0 8,6+0,2/95,6
29,3+0,5/0 15,6+0,3/68,6
34,6+0,3/0 9,8+0,5/90,2
22,8+0,4/0 7,7+0,2/94,2
48,6+0,3/0 8,7+0,5/95,3
84,6+0,1/0 35,7+0,1/65,4
44,5+0,3/0 7,6+0,6/97,3
53,8+0,6/0 11,1+0,1/91,3
76,8+0,1/0 17,3+0,3/85,8
49,1+0,1/0 10,7+0,1/91,2
80,4+0,1/0 53,5+0,1/41,4
56,5+0,2/0 8,6+0,2/96,1
45,9+0,8/0 8,8+0,3/94,8
39,7+0,3/0 9,8+0,2/91,4
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7.12 Imobilizagéo de leveduras em esferas macroporosas de alumina com carvéo
ativado

Conforme mostra a Figura 13, o processo de imobilizacdo foi bem sucedido.
Ocorre uma infiltracdo do meio de cultura para o interior da esfera de alumina através
da estrutura de poros, possibilitando o crescimento de colbnias de leveduras (veja
Figura 13 a, b.) O crescimento destas col6nias também ocorre na superficie da esfera
(veja Figura 13c). Estas coldnias de leveduras mostram estar firmemente aderidas as
superficies externas e internas das esferas, pois as mesmas permaneceram nas esferas
apos trés lavagens com solucdo salina (0,85% p/v) por cerca de trés minutos cada. Os
mecanismos de ligagdo da levedura com a superficie das particulas de alumina ainda
ndo estdo bem estabelecidos. No entanto, suspeita-se da atuacdo dos mesmos
mecanismos de adsorc¢do fisica e quimica existentes entre o arsénio e um adsorvente
(YABE & OLIVEIRA, 2003; KOSMULSKI, 1996; SEN et al., 2002; ARIAS et al.,
2002).

A biomassa imobilizada de R.toruloides L56-1 foi calculada em 0,0461 g de
célula/g de esfera a partir de um teor aproximado de 9,21% de matéria organica presente
em 0,5 g de esfera gel imobilizada e foi calculada em 0,0466 g de célula/g de esfera a
partir de um teor aproximado de 9,32% de mateéria organica presente em 0,5 g de esfera
seca imobilizada. A biomassa imobilizada de Ac. strictum L6-3 foi calculada em 0,0458
g de célula/g de esfera a partir de um teor aproximado de 9,15% de matéria organica
presente em 0,5 g de esfera seca imobilizada. A biomassa imobilizada de C. oleophila
L16-3 foi calculada em 0,0425 g de célula/g de esfera a partir de um teor aproximado de
8,52% de matéria organica presente em 0,5g de esfera seca imobilizada. A biomassa
imobilizada de Candida sp. L5-1 foi calculada em 0,0412 g de célula/g de esfera a partir
de um teor aproximado de 8,25% de matéria organica presente em 0,5 g de esfera seca
imobilizada. A biomassa imobilizada de H. uvarum L2 foi calculada em 0,0375 g de
célula/g de esfera a partir de um teor aproximado de 7,5% de matéria organica presente
em 0,5 g de esfera seca imobilizada.

Em um estudo comparativo realizado por Kiyohara e colaboradores (2003) entre
leveduras imobilizadas em esferas de alumina e membranas de alumina, os autores

também obtiveram a imobilizacdo por livre contato das células com ambas.
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Figura 15 Eletromicrogarfias da levedura imobilizada em esferas de alumina com
carvao ativo (a) Células de R. toruloides na superficie externa da esfera em aumento de
3.000 x; (b) Célula de R. toruloides em detalhe na superficie interna da esfera, aumento
de 10.000 x; (c) Células de R. toruloides na superficie interna da esfera em aumento de
3.000 x.
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7.13 Ensaios de remocao de As (V) com células livres e imobilizadas de leveduras
em esferas macroporosas de alumina com carvao ativado

As células livres de R.toruloides L56-1 apresentaram eficiéncia de remocao de
As (V) de 84,95% (Tabela 23). Este valor de eficiéncia de remocdo de As (V) foi
superior ao encontrado em um trabalho realizado por Cernansky e colaboradores (2007)
utilizando o fungo filamentoso Neosartorya fischeri, no qual foi observado uma taxa de
biossor¢édo de 31,5% de As (V) a partir de uma solugdo com a concentragéo inicial de
0,5 mg de As (V)/mL. O valor de eficiéncia de remocdo de As (V) pelas células livres
de R.toruloides L56-1 também foi superior ao obtido por Sathishkumar e colaboradores
(2004), a qual foi de 20%, em um trabalho no qual foi utilizado biomassa modificada de
Aspergillus fumigatus a partir de uma solugdo com concentracéo inicial de 0,9 mg de As
(V)IL.

Inicialmente foram selecionados cinco isolados de leveduras dentre os que
apresentaram maior tolerancia ao As (V) para a imobilizacdo em esferas secas e ensaios
de remocéo de As (V). Todas as células dos cinco isolados de leveduras imobilizadas
em esferas secas apresentaram eficiéncias de remocdo inferiores as das esferas secas
(70,72%), as quais foram de (67,53%) para R. toruloides L56-1, de (58,35%) para Ac.
strictum L6-3, de (60,41%) para Candida sp. L5-1, de (64,74%) para H. uvarum L2 e de
(19,38%) C. oleophila L16-3. Estas diferencas nas eficiéncias de remocdo entre o0s
isolados de leveduras podem estar relacionadas as especificidades das estruturas
celulares das diferentes especies (p.ex., paredes celulares) o que esta diretamente ligado
a adsorcdo de As (V). A partir destes resultados optou-se pelo desenvolvimento de
esferas gel para imobilizacdo de células de leveduras, e dentre os isolados, R. toruloides
L56-1 foi selecionado por ter apresentado o melhor resultado dentre aqueles
imobilizados nas esferas secas.

A partir da andlise dos resultados apresentados na Tabela 23 pode-se observar
que as esferas gel apresentaram 91,24% de eficiéncia de remocdo de As (V) e uma
capacidade adsortiva (q) de 88,5 mg de As (V)/g de esfera gel, estes valores foram
superiores aqueles apresentados pelas esferas secas, respectivamente, 70,72% e 68,6 mg
de As (V)/g de esfera seca. Este aumento da adsorcdo pode ser explicado pela
preservacdo do carater hidrofilico das esferas gel e, portanto, pela preservacao de parte

da alumina no estado de nanoparticulas de hidréxido de aluminio. Esta hidrofilicidade
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possibilita um aumento da acessibilidade do arsénio e, portanto, aumento do seu
gradiente de concentracdo nos sitios ativos da alumina.

Quando se comparam os valores de capacidades adsortivas de ambas as esferas,
com o valor de capacidade adortiva méaxima experimental (gexp) (Figura 12)
apresentado pela esfera de alumina com carvao ativo calcinada a 400 °C CCA2 (~ 46
mg de As (V)/g de esfera CCA2), observa-se que os valores das primeiras foram
superiores aos da Ultima. Nota-se que ao calcinar as esferas a 400 °C, reforca-se o
transporte de vapor com a transformacao de carbono ativo em CO;, e, portanto, favorece
o0 crescimento das nanoparticulas depositadas na superficie das particulas de alumina e o
fechamento de microporos e sua transformagdo em mesoporos e/ou macroporos, as
mesmas nao favorece um acesso significativo do ion As (V) aos sitios ativos das
particulas presentes no interior das esferas.

As ceélulas de R. toruloides L56-1 imobilizadas em esferas gel apresentaram
97,11% de eficiéncia de remocao, este valor foi maior do que aquele apresentado pelas
esferas gel (91,24%). Este fato pode ser explicado pelo efeito aditivo de sitios ativos
para adsorcdo de As (V) presentes nas celulas em relacdo as esferas.

A taxa de remocao das células livres de R .toruloides L56-1 mostrou-se bastante
promissora, uma vez que este experimento foi realizado apenas sob uma condicao
definida sem investigacdo sobre as condigdes 6timas de adsor¢do. Diversos autores tém
mostrado ganho significativo na eficiéncia de remocao quando foram usadas condicdes
otimizadas. Por exemplo, em trabalho realizado Halttunen e colaboradores (2007), as
formas nativas e metiladas de trés linhagens de Lactobacillus ndo foram eficientes na
remocdo de As (V) da agua com pH 7,0. Apenas sob condi¢cdes otimizadas de pH,
tempo de contato e concentracdo, foi possivel aumentar a taxa de remocdo de forma
significativa.

As esferas desenvolvidas neste trabalho apresentaram excelentes resultados de
remocdo de As (V) em batelada, mas destaca-se que por apresentarem caracteristicas
importantes de um bom adsorvente como, alta esfericidade, alta resisténcia a fratura,
elevada prosidade, o que permite a imobilizacdo de células, estas esferas seriam
excelentes para aplicacdo em reatores de coluna de leito fixo para ensaios de remocao
de As (V).
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Tabela 23 Eficiéncia de remocéo das esferas, das células de R.toruloides L56-1

livres e das células de leveduras imobilizadas

Amostras C2As(V) C:°As(V) Eficiénciade ¢
(mg/L) (mg/L) remocdo de  (mg/g)
As (V)
Esferas gel 970+1 85+2 91,24% 88,5
Esferas secas 970+1 28442 70,72% 68,6
R. toruloides L56-1 970+1 14642 84,95% 82,4
R. toruloides L56-1 imobilizada em esferas gel 97041 28+3 97,11% 94,2
R. toruloides L56-1 imobilizada em esferas secas 97041 31543 67,53% 65,5
Ac .strictum L6-3 imobilizado em esferas secas 97041 40412 58,35% 56,6
C. oleophila L16-3 imobilizada em esferas secas 97041 78211 19,38% 18,8
Candida sp. L5-1 imobilizada em esferas secas 97041 38412 60,41% 58,6
H. uvarum L2 imobilizada em esferas secas 970+1 34212 64,74% 62,8

®Ci: concentracdo inicial de As (V); °Cf: concentracdo final de As (V); °q: capacidade

adsortiva (mg/qg)
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8. Conclusbtes

As leveduras e fungos filamentosos presentes nas amostras de &gua e
identificadas por métodos dependentes de cultivo apresentaram-se bastante diversas

com algumas espécies ocorrendo apenas em uma das coletas.

Os isolados de leveduras e fungos filamentosos testados quanto a tolerancia ao
As (V) apresentaram perfil de tolerancia variado tanto em nivel especifico quanto intra-
especifico.

A maioria dos isolados de fungos filamentosos analisados quanto a tolerancia ao
As (V) mostraram-se mais sensiveis ao metal6ide do que os isolados de leveduras, pois
a maioria dos isolados de leveduras foi capaz de tolerar até 100 mM de As (V) e por
outro lado a maioria dos isolados de fungos filamentosos cresceram apenas em meio

ndo acrescido de As(V).

O processo de aglomeracdo das microparticulas de alumina gama desenvolvido
foi eficiente na preservacdo das caracteristicas de microporosidade nas esferas. Além
disso, foi possivel obter esferas com caracteristicas adequadas para 0 uso em colunas de
leito fixo, as quais sdo usadas em sistemas de tratamento de efluentes de grandes
volumes contendo metais ou metaldides toxicos como o As. A rede de microporos,
mesoporos e macroporos que liga a superficie ao centro das esferas adsorventes
proporciona um aumento substancial do acesso desses metais ou metal6ides tdxicos aos

sitios da alumina ativada.

As esferas macroporosas alumina gama obtidas com carvdo apresentaram as
propriedades necessarias para um bom adsorvente como alto valor de superficie
especifica, porosidade distribuida de forma mais homogénea, todas estas propriedades

sdo importantes tanto para a adsor¢do quanto para a imobilizacédo de leveduras.
As esferas gel de alumina com carvéao foram muito eficientes na adsorcdo de As

(V), além de terem servido como excelente substrato para a imobilizacdo de células de

leveduras.
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A abordagem assumida neste trabalho, por meio do estudo de diversidade e
tolerancia ao As (V) de leveduras e fungos filamentosos, isolados de ambientes
aquéticos contaminados com As, permitiu a selecdo dentre os mesmos de isolados para
0 desenvolvimento de um adsorvente composto inovador contendo células de leveduras
imobilizadas em esferas de alumina com carvao ativado, que foi eficiente na remocao de
As (V) a partir da agua.
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10. Anexo A

Tabela 16 Densidades e abundancias relativas de espécies de fungos filamentosos

da primeira coleta (continuagéo)

Diametros médios (mm)/Percentuais de redugdes de crescimentos(%)

Espécies
Alternaria alternata
Alternaria sp.
Alternaria tenuissima
Aspergillus fumigates
C. oxysporum
C. tenuissimum
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Cu. Intermédia
Curvularia sp.
Epicoccum sp.
Fusarium sp.
Hypocrea. Lixii
Hypocrea. Lixii
Leptosphaeria. sp.

Leptosphaeria sp.
Mucor racemosus
Microsphaeropsis sp.
Mucor racemosus
Neurospora discreta
Neurospora sp.
Penicillium. sp.
Paraconiothyrium cyclothyrioides
Perisporiopsis sp.
Phaeoacremonium rubrigenum
Phaeosphaeriopsis sp.
Stemphylium sp.

UFMGCB
3476
3488
3431
3460
3466
3430
3439
3458
3489
3448
3437
3436
3429
3472
3427

3444
3433
3432
3446
3470
3447
3435
3419
3490
3443
3481
3454

Concentragdes de As (V) (mM)

0

50

100

150

300

69,6+0,3/0
49,8+07/0
40,3+0,9/0
43,7+0,5/0
45,5+0,2/0
51,6%0,3/0
44,1+0,1/0
72,3+0,5/0
82,6x0,2/0
72,3+0,3/0
64,3+0,4/0
56,2+0,2/0
77,5+0,1/0
76,5+0,1/0
26,8+0,8/0

30,2+0,5/0
24,4+0,5/0
60,3+03/0
35,7+0,6/0
21,5+0,3/0
64,2+0,2/0
77,5+0,1/0
52,9+0,6/0
80,4+0,1/0
53,1+0,1/0
48,7+0,7/0
65,1+0,2/0
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Tabela 16 Densidades e abundancias relativas de espécies de fungos filamentosos

da primeira coleta (continuacéo)

Diametros médios (mm)/Percentuais de redugdes de crescimentos(%)

Espécies
Cochliobolus homomorphus
Curvularia sp.
Rhizomucor sp
Epicoccum nigrum
Hypocrea lixii
Cylindrocladiella lageniformis
Bionectria ochroleuca
Hypocrea lixii
Phaeosphaeria oryzae
Microdochium sp.
Rhizomucor variabilis
Phoma sp.
Pestalotiopsis clavispora
Dothideomycete sp.
Plectosphaerella cucumerina
Daldinia placentiformis
Dothideomycete sp
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium
sphaerospermum

UFMGCB
3502
3503
3507
3508
3510
3511
3513
3515
3525
3533
3535
3541
3545
3552
3566
3567
3572
3581
3583

Concentragdes de As (V) (mM)

0

50

100

150

300

55,4+0,4/0
43,8+0,5/0
41,6%0,2/0
54,3+0,6/0
80,5+0,1/0
75,4%0,2/0
61,6+0,1/0
47,3+0,3/0
35,5+0,1/0
62,8+0,2/0
64,6+0,5/0
54,8+0,4/0
52,6%0,3/0
64,8+0,8/0
52,5+0,3/0
51,6%0,5/0
42,9+0,7/0
29,6+0,2/0
34,8+0,4/0
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11. Anexo B
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