Revista CIATEC — UPF, vol.4 (1), p.p.1-10, 2012

BIOSSORCAO DE CADMIO E PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR
FUNGOS FILAMENTOSOS EM FERMENTACAO SUBMERSA

BIOSSORPTION OF CADMIUM AND BIOSURFACTANTS PRODUCODN FOR
FILAMENTOUS FUNGI IN SUBMERGED FERMENTATION

Luciane Maria Colla®’, Marcelo Hemkemeief, Anelise Sertoli Lopes Gf,
'Professora do Programa de P6s-Graduacdo em Engenhidmiversidade de Passo Fundo, Imcolla@upf.br
Professor do Curso de Engenharia Ambiental — Usigtade de Passo Fundo, marceloh@upf.br
Aluna do Programa de P6s-Graduagéo em Engenhbhigversidade de Passo Fundo, anelise_gil@yahoobzom.
*Autor para correspondéncia: Laboratorio de Feranghes — Prédio L1- Universidade de Passo Fundo28BR
Bairro S0 José - Passo Fundo/RS - CEP: 99052-@@0PRostal 611 - Fone: (54) 3316-8193

RESUMO

A remocdo de metais empregando microrganismosigeéelos tem se tornada promissora, ja que 0s mesmos
apresentam alta seletividade e taxa de remocaoes2me trabalho teve como objetivo avaliar a rémaie
cadmio via bioprocesso submerso por fungos filaosarg Os microrganismos utilizados foram fungos
filamentosos do génerspergillusssp, identificados por O-3 e O-8, e do génaiohodermasp, identificado
como E-19. O meio de cultivo foi composto por 10d@sfarelo de trigo, 10 % de solucéo salina, 4,5¢% d
extrato de levedura, 2 % de 6leo de soja e 10 mg/R0 mg/L de cadmio. Os experimentos foram reddiza

em erlenmeiers a 30 °C durante 7 d em agitadorabrBiiquotas foram coletadas nos tempos inicifihal do
bioprocesso para a determinacdo da remocédo do.nAetalstragens nos tempos 0, 1, 2, 3 5 e 7 d foram
realizadas para determinacdo da atividade emuasific dos meios, a qual indica a producdo de
biossurfactantes pelos microrganismos. Os fungd@ €©-O-8 apresentaram 100 % de remocdo do metal
adicionado aos meios de cultivo na fermentacdo stdansendo estas remogdes superiores que assgiida
uma espécie de Thrichoderma (46-49%). Durante osepsos de biossorcéo, foi observada a producdo de
biossurfactantes pelos microrganismos estudadammisrando a importancia destes compostos nosgsuse

de remogédo de metais de meios liquidos.

Palavras-chave:bioprocesso submersimngos, remocao de metal

ABSTRACT

The removal of metals using selected microorganisassmade promising, since they present high $atgct
and rate of removal. The aim of this work was taleate the removal of cadmium via submerged bigssc
for filamentous fungi. The microorganisms used wéaeentous fungi of the gendsspergillusspp, identified
by O-3 and O-8, and of the gentischodermasp, identified as E-19. The culture medium was pased of
10% wheat bran, 10% of saline solution with micriemts, 4.5% of yeast extract, 2% of soybean i &0
mg/L or 20 mg/L of cadmium. The experiments wergfqened in erlenmeiers at 30° C for 7 d in a shaker
Aliquots were collected at beginning and end of Hieprocess for the determination of metal removal.
Sampling at 0, 1, 2, 3, 5 and 7 d were performedet@rmine the emulsifying activity of the medidigh
indicates the production of biosurfactants by micganisms. Théspergillusstrains showed 100% removal of
the metal added to the culture medium in submefgedentation, superior tharhrichoderma(O-3 and O-8)
removals (46-49%). During the process of biosomtiwe observed the production of biosurfactantshzy
microorganisms studied, demonstrating the impogarfdhese compounds in the process of removaledéls
from liquid media.

Keywords: submerged bioprocess, fungi, metal removal
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo de aguas e solos por metais toO¢iags grave problema ambiental (DAS et
al., 2008). Os metais toxicos podem provocar probkede toxicidade aos organismos expostos a eles
(KORF et al., 2008), pois, apresentam alto tempomaga vida, permanecendo ativos no meio
ambiente, e por possuirem alta capacidade de aag&wuho corpo humano (JIMENEZ et al., 2004).
Segundo Freitas e Melnikov (2006), os efeitos amdimulacdo em longo prazo nem sempre séo
previsiveis, principalmente no caso de compostosoco cromo, que ndo se decompdem, ou que
apresentam baixa degradabilidade, acumulando-sengio ambiente, podendo atingir a cadeia
alimentar (MERLINO et al., 2010).

Dentre os metais pesado o cadmio, € muito utilizzdovarios processos industriais, sendo
extremamente tdxico em baixas concentra¢cfes cans@nids problemas de saude (GAAD, 1990). O
metal cadmio se apresenta nas aguas naturais deédddescargas de efluentes industriais,
principalmente as galvanoplastias, producédo de ¢mgos, soldas, equipamentos eletronicos,
lubrificantes e acessérios fotogréaficos. E també&ado na formulacdo de produtos inseticidas. A
queima de combustiveis fosseis consiste também Mhomba de cAdmio para o ambiente (CETESB,
2007). Os efeitos prejudiciais do cadmio na saadriém uma série de desordens crdnicas, como a
doenca detai-itai, danos renais, enfisemas, hipertensao e atrcicutar (LEYVA-RAMOS et al.,
1997).

Diante da crescente geracdo de efluentes, fazemsséia a busca de alternativas que sejam
eficientes tecnicamente, economicamente e que asmmetempo sSejam menos poluentes
(QUINTELAS et al., 2008). Varios métodos vém sentlizados para remoc¢ao de ions metalicos de
solucdes, tais como precipitacdo quimica (JANEGETAl., 2007; MATLOCK et al., 2002), troca
ionica (DABROWSKI et al., 2004), adsorcdo (ANDRAB2011; DETCHEVA et al.,, 2011,
MOHAMMAD et al., 2010), tratamento eletroquimicolNSOM et al., 2005), mas nem sempre Sao
eficientes e apresentam-se com elevado custo (RASE, €008), principalmente quando aplicados a
solucdes diluidas de metais (QUINTELAS et al., 30@G®rtanto, a busca de novas tecnologias de
tratamento desses efluentes que apresente vantageredacdo ao custo-beneficio do processo vem
direcionando ao aumento no interesse sobre o modesbiossorcao (DAS et al., 2008).

A biossorcao consiste na absorcdo de metais topimosicrorganismos (biomassa) vivos ou
mortos (QUINTELAS et al., 2008). De acordo comtieigelli et al. (2009), a biossorcdo é uma
alternativa eficaz aos tratamentos de efluentesermionais ja utilizados, pois, 0s microrganismos
retém os metais promovendo uma auto-regenerac@&blunte e qualificando o processo. Assim, o
processo da biossor¢cdo surge como uma tecnologmigsora e em atual expansao em relacdo a sua
aplicacdo no tratamento e polimento final de efiegrcontendo metais toxicos (MODENES et al.,
2009; KRATOCHUVIL et al., 1998).

Diferentes materiais biolégicos vém sendo empregatikando a biossor¢cdo de metais toxicos,
tais como biomassas de bactérias (WIERZBA, 2010Et al., 2009; MESQUITA et al., 1998),
fungos (AKAR E TUNALI et al., 2006; FRANCO et akPp04), algas (SARAVANAN et al., 2009;
CRUZ et al., 2004; COSTA et al., 1994) e macroéfiagseaticas (LIMA et al., 2011).

Os biossurfactantes sdo moléculas tensoativas yidadupor microrganismos que apresentam
aplicacdes em biorremediacdo (NITSCHKE e PASTORE)22 podendo auxiliar também nos
processos de remocdo de metais pesados de meimosigpor microrganimos (MULLIGAN et al.,
2001). Objetivou-se a remocao de cadmio por furfdasientosos em bioprocesso submerso e a
concomitante producédo de biossurfactantes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram fungos filamen® do géneroAspergillus ssp
identificados por O-3 e O-8 e do génefachodermasp identificado como E-19. Os fungos
identificados com a inicial “O” foram isolados daas contaminado com 6leo diesel e os com inicial
“E” foram isolados de efluentes de laticinios p@LTCA et al. (2009).

2.2Manutencao do microrganismo e preparo do indculo

Os microrganismos foram mantidos em laboratoritivados em agar-batata-destrose (ABD)
em placas de Petri e refrigerados a 4°C. Paravacan dos fungos, estes foram repicados para placas
de Petri com 30 mL de meio de cultivo ABD e incutimd 30°C durante 7 d. Os esporos flngicos
foram utilizados para a inoculagédo dos meios divoul

2.3Preparo do meio de cultivo liquido contendo cadmio

O meio de cultivo foi composto por 10 % de faredotdgo, 10 % de solucao salina, 4,5 % de
extrato de levedura como fonte de nitrogénio, 2&26léo de soja como fonte de carbono adicional e
10 mg/L ou 20 mg/L de cadmio. A solugcdo salina tdgea adicdo de micronutrientes, sendo
composta por KEPO, — 2 g/L; MgSQ — 1g/L e solucéo traco — 10 mL/L, sendo a solutago
composta por FeSO'H,O — 0,63 mg; MnS®- 0,01 mg; ZnS®- 0,62 mg e agua destilada ate o
volume de 1 L. O dleo de soja foi adicionado a dienestimular a producdo de biossurfactantes pelos
microrganismos.

O meio foi preparado pelo cozimento do farelo damta 100°C em agua destilada durante 30
min, seguido de filtracdo. Ao filtrado foi adiciate a solugdo salina, as fontes de nitrogénio e
carbono e a solucédo padrao de cadmio, além dadepidada necessaria para completar o volume
final do meio. O pH do meio foi ajustado para 7itaés da adicdo de,H50O, (1,5 mol/L) e
autoclavado. O meio estéril foi distribuido em eneiers de 300 mL estéreis em um volume inicial
de meio de 100 mL.

2.41noculacao e incubagao

A inoculacdo dos meios foi realizada utilizandoa&reirculares de 2 cm de diametro do
crescimento fangico das placas de Petri contendoeim ABD. Os erlenmeiers contendo o meio
inoculado foram incubados a 30 °C durante 7 d ataday orbital, com agitacao de 120 rpm.

Aliquotas foram coletadas nos tempos inicial elfd@bioprocesso para a determinacédo da
concentracdo de cadmio presente e avaliacdo degsmade remocdo. Também foram realizadas
coletas de amostras nos tempos 0, 1, 2, 3, Smaradextracdo do biossurfactante.

2.5Delineamento experimental
Foram realizados experimentos com 3 fungos filaosm#Aspergilluscepas O-3 e O-8 e

Thrichodermacepa E-19 e duas concentracdes iniciais de cadmioeio (10 e 20 mg/L). Os
experimentos foram realizados em duplicata, t@alp 12 experimentos.
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2.6 Determinacédo da absorcédo do metal

As amostras para analises da absorcdo do metah ftigeridas pelo Método 30 50B (U. S.
Environmental Protection Agency) e as concentragiierminadas através de absor¢do atdmica
(espectrofotdbmetro Analyst 200-Perkin Elmer), nddmatorio de Solos da Universidade de Passo
Fundo.

2.7 Extracdo do biossurfactante e determinacéo da atade emulsificante

As aliquotas retiradas periodicamente de cada emeeto foram centrifugadas durante 30
min a 4000 rpm para remocdo da biomassa fungicaarenadante obtido utilizado como extrato
para a determinacdo da atividade emulsificantendeiss. A atividade emulsificante (AE) 6leo em
agua (O/A) dos extratos foi determinada segundmaodigia proposta por Martins et al. (2007),
sendo calculada através da Equacdo 1. Em tubosnskioeadicionou-se 3,5 mL do meio de
fermentacao livre de células diluido (D=10) 1:1P L de éleo de milho. A mistura foi agitada em
agitador Vortex a 700 rpm por 1 min. Apos 60 minrdpouso foi lida a absorbancia do meio
emulsificado 6leo em agua em espectrofotdbmetroOan®l. Um branco foi realizado como controle,
utilizando agua ao invés do meio de fermentacdoefdtados foram expressos em EU (unidades de
emulsificagao).

AE 6/a= (ABS amostra— ABSprancd-D (1)

Os resultados de atividade emulsificante foram stiolms a Analise de Variancia e Teste de
Tukey para comparacao de meédias a 5% de signifecanc

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta a concentracdo de Cd (mgkgepte nos meios da fermentacao
submersa com os fungos E-19, O-8 e O-3, determintd&és de absorcdo atbmica, nos tempos
inicial e final de fermentagéo.

Tabela 1: Absorcéo de cadmio em funcdo do tempo

Concentragdo Cd (mg/L)  Remocéao de
Cadmio (%)

Fungos Inicial Final
E-19 10,1 53 46
20,7 10,0 49
0-8 10,1 ND 100
20,7 ND 100
0-3 10,1 ND 100
20,7 ND 100

*ND: Nao detectado
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Os experimentos realizados com o furigcchodermaE-19 apresentaram concentracdes de
cadmio no meio de cultivo ao final da fermentagéimna dos limites estabelecidos pela Resolucao
Conama n° 357/05, que é de 0,001 mg/L, sendo ascims finais de 46% e 49% para as
concentracdes de 10 mg/L e 20 mg/L, respectivamédates fungos filamentosos O-8 e O-3, ambos
do géneroAspergillusapresentaram as maiores remocdes de cadmio, déol@tdependente das
concentracgdes iniciais de cadmio utilizadas (10Lmay 20 mg/L). A remocao Cd por espécies de
Aspergillusé relatada com freqiéncia na literatura. Por ei@mg-Garni et al. (2009) estudaram a
biossor¢cdo Cd de meios de cultivo por 19 espécirgidas, sendo que uma cepaAspergillus
fumigatusapresentou potencial para sobrevivéncia em maintecdo até 1 mg/mL de cadmio. O
microrganismo inativado através de métodos quimemdém apresentou potencial de biossorcao de
Cd. Sun et al. (2010) citaram a remocédo de Pb+22HgCd+2 por células dispergillus terreus
imobilizadas em suportes.

A Tabela 2 apresenta as atividades emulsificaritas @m agua (Aga) (UE) em funcdo do
tempo de cultivo (d), obtidas nos cultivos submeisam fungos filamentosos na presenca 10 mg/L e
20 mg/L de cadmio. A analise de variancia dos tadat de atividade emulsificante esta apresentada
na Tabela 3.

Tabela 2: Atividades Emulsificantes 6leo em agua)(bb longo do tempo de fermentacéo e condicOesriexgntais

Fungo ThrichodermaE-19 AspergillusO-8 AspergillusO-3
[Cd]o(mg/L) 10 20 10 20 10 20

0d 1,56+0,539" 1,45+0,3%" 1,56+0,53F9" 1,45+0,32" 1,56+0,53%" 1,45+0,32"
1d 1,11+0,89" 3,26+0,8°™ 228+0,159" 0,13+0,08 2,45+1,1589 2 92+0 28
2d 2,26+1,08%" 3,50+0,34%"  7,08+0,82  7,48+0,28" 2,04+0,66°" 2,87+0,04°"
3d 1,44+0,7%" 151+05%" 7,21+1,18° 2,38+0,689 1,76+0,389" 1,15+0,3%"
5d 1,24+0,28" 2 42+0,179 1,57+0,565" 2 17+0,08%" 2,66+0,26® 1,06+1,28
7d 1,72+0,18% 2 69+0,81°9 3,74+0,15% 554+0,4%° 3,14+0,58 4,76+0,15

* Resultados de média * desvio padrdo. Médias dagude letras diferentes apresentam diferencaificigivas a um
nivel de significancia de 5%. [Gg] concentracao inicial de cadmio nos cultivos

Tabela 3: Andlise de variancia dos resultados dedade Emulsificante O/A
Soma dos Graus de Quadrado Nivelde

Fonte de variagdo QuadradosLiberdade Médio Valor F significancia (p)
Média 497,4532 1 497,4532807,193 0,000000
Fungo (%) 32,5236 2 16,2618 59,077 0,000000
[Cd] inicial (mg/L) (Xo) 0,7852 1 0,7852 2,853 0,100120
Tempo (d) (%) 74,9822 5 14,9964 54,480 0,000000
X1.X2 13,8780 2 6,9390 25,209 0,000000
X1.X3 74,9152 10 74915 27,216 0,000000
X2.X3 19,1338 5 3,8268 13,902 0,000000
X1.X2 X3 14,9897 10 1,4990 5,446 0,000077
Erro 9,6342 35 0,2753

Verificou-se que as variaveis fungo e tempo deiwvaulforam significativas (p<0,05, Tab.3)
sobre a atividade emulsificante O/A obtida nosiwodt submersos. Como a interacdo de terceira
ordem entre as variaveis foi significativa, estacfinsiderada para a realizacdo do teste de Tukey a
5% de significancia, obtendo-se as comparac¢fes erédias mostradas na Tabela 2.

As médias de atividade emulsificante para as coedicexperimentais testadas foram
apresentadas na Figura 1, verificando-se que asresaatividades emulsificantes (7,2 a 7,9 UE)
foram obtidas pelo fungdspergillus O-8, entre o segundo e terceiro dias de fermeantaca
independente da concentracéo inicial de Cd presenteeio de cultivo.
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A atividade emulsificante € um indicio da produdadiiossurfactantes pelos microrganismos,
uma vez que estes compostos, por serem constitiédpsrcdes polares e apolares nas moléculas, sao
capazes de ocasionar a emulsificacdo de sisterféeicbs constituidos por 6leo e agua, como € o
caso das emulsbes formadas a partir do teste désiBoagédo. Comparando-se os resultados de
atividade emulsificante com os resultados de remdedmetais, verifica-se que este fungo apresentou
100% de remocé&o de Cd do meio de fermentagéo.

Segundo Miller et al. (1993) os biossurfactantesesgntam potencial para aumentar as
eficiéncias de remoc¢ao de metais em solos poittaein processos de sorc¢éo, transferéncia de massa
e resisténcia ao transporte em fase aquosa. Acade@iossurfactantes pode promover a desorcéo de
metais pesados de fases solidas através da comgterlas formas livres dos metais em solug¢éo ou
pela acumulacédo dos biossurfactantes na interfqoild-solido causada pela reducao das atividades
interfaciais, o que promove um contato direto easrdiossurfactantes e os metais. Ainda, Valdman et
al. (2005) demonstraram que um exopolissacaridicaiglo do microrganism&erratia sp, com
atividade biossurfactante, apresentou elevadaéafia na remocdo de Cd de meios liquidos. Os
experimentos foram realizados com 50 mg/L dé'Gx 0.1 g/L do biossurfactante previamente
purificado, obtendo-se remoc¢des da ordem de 170ae1@d/g de biossurfactante.

Entretanto, verificou-se que o fungdapergillusO-3, embora ndo tenha apresentado elevadas
atividades emulsificantes, também apresentou reesotiitais do metal dos meios de cultivo. Isto
pode ser justificado pelo de determinados biosstamfides serem produzidos no meio intracelular sem
serem excretados para 0 meio.

10

I Thrichoderma E-19
9t —W dspergillus O-8
—& - dspergillus O-3

AE O/A (UE)

0d 1d 2d 3d 5d 7d 0d 1d 2d 3d 5d 7d
Cd (mg/L): 10 Cd (mg/L): 20
Figura 1: Atividade emulsificante O/A (UE) versesipo de cultivo nos meios com concentragdes isiciaicadmio de
(a) 10 mg/L e (b) 20 mg/LA fungo E-19; fungo O-8;¢ fungo O-3.

4. CONCLUSAO

Este trabalho apresenta dados importantes acercapdaidade de fungos filamentosos para a
remocado de Cd de meios liquidos. Dos géneros ekisdaspécies daAspergillus apresentaram
maiores remoc¢fes de Cd (100%) do que uma espécidritthoderma(O-3 e O-8). Durante os
processos de biossorcdo, foi observada a produeadiassurfactantes pelos microrganismos
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estudados, demonstrando a importancia destes ctosposs processos de remocdo de metais de
meios liquidos.
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