) - - - -
5@/‘#0% Universidade do Estado do Rio de Janeiro
g F = Centro Biomédico
e

@ tsmapo Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Saude

Jennifer Fernandes Rocha

Avaliacao da capacidade de espécies fungicas para o tratamento de efluente

sintético contaminado por zinco

Rio de Janeiro
2022



Jennifer Fernandes Rocha

Avaliacéo da capacidade de espécies fungicas para o tratamento de efluente sintético

contaminado por zinco

Dissertacdo apresentada, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre, ao Programa de P0s-
Graduagdo, Mestrado Profissional em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental, da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro.

Orientadora: Prof.? Dra. Judith Liliana Solérzano Lemos

Rio de Janeiro
2022



CATALOGAGCAO NAFONTE
UERJ/ REDE SIRIUS/ CZO

R672  Rocha, Jennifer Fernandes

Avaliagdo da capacidade de espécies fingicas para o tratamento de efluente sintético
contaminado por zinco / Jennifer Fernandes Rocha — 2022.
2f

Orientadora: Judith Liliana Solérzano Lemos

Dissertagdo (Mestrado Profissional) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Saide, Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental.

1. Ciéncias e Tecnologia Ambiental — Teses. 2. Zinco — Teses. 3. Penicillium — Teses. 4.
Aspergillus - Teses, 5, Biorremediagdo — Teses. 6. Biossorgdo — Teses. 1. Lemos, Judith
Liliana Solérzano. II. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Faculdade de Ciéncias
Biologicas e Saude. IIL Titulo.

CDU 502

Bibliotecdna: Joice Soltosky Cunha — CRB 7 5946

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reprodugdo total ou parcial desta
dissertacdo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Jennifer Fernandes Rocha

Avaliacéo da capacidade de espécies fungicas para o tratamento de efluente sintético

contaminado por zinco

Dissertacdo apresentada, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre, a0 Programa de P0s-
Graduagdo, Mestrado Profissional em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental, da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro.

Aprovada em 15 de julho de 2022.
Orientadora: Prof.2 Dra. Judith Liliana Solérzano Lemos

Faculdade de Ciéncias Biologicas e Saude — UERJ

Banca Examinadora:

Prof.2 Dra. Eidy de Oliveira Santos
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Saude — UERJ

Prof. Dr. Flavio de Almeida Lemos

Centro de Tecnologia Mineral — Ministério da Ciéncia, Tecnologia e

Inovacdes

Rio de Janeiro
2022



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho aos meus pais, que sempre me incentivaram, me apoiaram e é por causa
deles que cheguei aqui e também que continuarei seguindo em frente. Em especial a minha
mae, que é minha melhor amiga, meu maior incentivo, esta sempre ao meu lado, desejando o
melhor para mim. Uma dedicatéria especial também a minha querida orientadora, a quem
devo a ideia desse projeto incrivel, bem como a orientacdo e a compreensao para comigo nos
momentos dificeis que passei desde a graduagdo, mas principalmente durante o mestrado e o
periodo de pandemia. Na verdade, é a ela quem eu devo muito do que sei sobre o trabalho em
laboratdrio, pesquisas, elaboracdo de trabalhos de conclusdo. Adicionalmente, dedico esse
trabalho, a todos aqueles que apoiam, apoiaram e ainda virdo a apoiar esse projeto, visto que

qualquer incentivo é um bom motivo para continuarmos trilhando nosso caminho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que me permitiu chegar até aqui, passar por todos 0s
percalgos e nunca desistir. Agradego aos meus pais, que sempre me deram forgas para
prosseguir, me deram todo o suporte para que eu me dedicasse aos estudos durante toda a
minha vida, desde a fase do ensino infantil até aqui, 0 mestrado. N&o sé financeiramente, mas
também com suporte emocional. Eles me permitiram e me apoiaram a fazer aquilo que era o
meu maior amor no &mbito profissional: a biologia. Além disso, sempre deram o melhor de si
para minha criacdo e sdo responsaveis por todas as coisas boas que qualquer pessoa venha a
enxergar em mim. Agradeco por minha mae ter me dado suporte em todos 0s meus momentos
de estresse e preocupacdo como graduanda de primeira e de segunda viagem e por ter me
dado forcas para todos os projetos que abracei durante a minha caminhada, por me lembrar do
quao incrivel é a minha jornada até aqui, como mestranda.

Agradeco a minha orientadora, Judith Liliana Solérzano Lemos, que teve a brilhante
ideia desse projeto desde o inicio. Por ela té-lo confiado parte dele a mim, desde 2013,
durante o meu terceiro periodo da graduacdo, até os dias de hoje. Agrade¢o também o fato de
essa pesquisa poder contribuir para a melhora do meio ambiente, entdo desejo sempre todo o
sucesso para a criadora. Sou grata também ao Laboratério de Pesquisas em Biotecnologia
Ambiental (LPBA), que foi justamente o laboratério onde desenvolvi todas as etapas da
pesquisa. E agradeco, € claro, a UEZO, minha universidade do coracdo, que abriga o LPBA,
que hoje é UERJ e que continua a ser meu lar. Foi nessa universidade que pude me
desenvolver profissionalmente e pessoalmente, foi nela que pude obter muitos dos meus
conhecimentos, onde passei momentos de desespero pelo futuro, como todo jovem, mas onde
fui muito feliz também. Por isso ela se tornou, para mim, um lar. Enfim, agradeco a todos
aqueles contribuiram de alguma forma para minha formagcdo humana, para minha formacao
profissional e para nossa pesquisa.

Agradeco igualmente aos presentes em minha banca por terem aceitado o convite e
estarem aqui contribuindo para escrever parte da minha histéria. Sinto-me lisonjeada por té-

los comigo nesse momento de suma importancia! Gratidéo!
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RESUMO

ROCHA, Jennifer Fernandes. Avaliacdo da capacidade de espécies fungicas para o
tratamento de efluente sintético contaminado por zinco. 2022. 77 f. Dissertacdo (Mestrado
Profissional em Ciéncia e Tecnologia Ambiental) — Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e
Saude, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

O acimulo de metais pesados pode gerar diversos prejuizos ao meio ambiente. Em
corpos hidricos, eles podem afetar os lencdis freéticos, contaminar animais e vegetais que
dependem direta ou indiretamente desses corpos d’agua atingidos e, por fim, comprometer a
salde publica através de consumo direto ou indireto. A regido da Baia de Sepetiba é um
exemplo de corpo hidrico altamente contaminado por metais pesados, visto que seu entorno
abriga muitas industrias que lancam residuos e efluentes sem tratamento ou com tratamento
precario. O setor metaldrgico € responsavel pela liberacdo de 88% desses metais toxicos na
regido e dentre os mais predominantes esta o zinco. Os resquicios dessa forma de polui¢cdo séo
dificeis de serem tratados e os métodos convencionais ndo sdo o bastante para que a
remediacdo dos metais seja realizada de modo aceitavel, isto €, dentro dos parametros
impostos pelo CONAMA. E por esse motivo que ha uma busca por novos tratamentos, a fim
de que eles complementem ou substituam os convencionais. Dado isto, o presente trabalho
aborda a aplicacdo da biorremediacdo, método de remediacdo utilizando microrganismos,
como tratamento complementar ou substitutivo. Para a vigente pesquisa foram utilizados
fungos filamentosos para remocao do zinco. Entdo, foram avaliados dois géneros fungicos
quanto a sua capacidade de atuacdo como bons agentes de remoc¢do de zinco de efluentes
sintéticos. As estirpes que compdem esses géneros sao: Penicillium purpurogenum 10C 3918,
utilizando-se apenas uma linhagem, e Aspergillus versicolor, com duas linhagens, IOC 4266 e
IOC 4271. Em pesquisa anterior a essa foi determinada a escolha das espécies fungicas e o
meio mineral. No vigente trabalho, foram realizados testes para a escolha da fonte de carbono
responsavel pelo crescimento fungico, dentre elas: maltose, xilose e galactose. Foi também
avaliado o peso seco de cada um dos fungos para se obter o valor “Q”, apontando o melhor
agente de remocdo de zinco. Esse valor representa a massa de biomassa flngica (em gramas)
necessaria para remover o metal em questdo (em miligramas). Como resultado, o Penicillium
purpurogenum 10C 3918 teve seu melhor desempenho com a biomassa inativa, utilizando
maltose, visto que apresentou um valor Q equivalente a 263,65 mg/g, sendo o maior valor
removido na presente pesquisa. O Aspergillus versicolor 10C 4266 atingiu o valor Q
correspondente a 228,11 mg/g utilizando maltose e biomassa inativa. O Aspergillus versicolor
IOC 4271 apresentou o valor de 216,07 mg/g fazendo uso da xilose com a biomassa inativa.
Logo, a biomassa inativa mostrou-se mais eficaz e o Penicillium purpurogenum IOC 3918, a
cepa com maior potencial remediador de zinco. Em termos de porcentagem de remocéo, as
trés cepas apresentaram excelentes médias, estando elas acima de 97%, tanto fazendo o uso da
biomassa ativa quanto da inativa.

Palavras-chave: Zinco. Penicillium. Aspergillus. Biorremediacéo. Biossorcéo.



ABSTRACT

ROCHA, J. F. Evaluation of the ability of fungal species to treat synthetic effluent
contaminated by zinc. 2022. 77 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental)
— Faculdade de Ciéncias Biologicas e Saude, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2022.

The accumulation of heavy metals can generate several damages to the environment.
In water bodies, they can affect groundwater, contaminate animals and plants that depend
directly or indirectly on these affected water bodies and, finally, compromise public health
through direct or indirect consumption. The Sepetiba Bay region is an example of a water
body highly contaminated by heavy metals, since its surroundings are home to many
industries that release waste and effluents without treatment or with precarious treatment. The
metallurgical sector is responsible for the release of 88% of these toxic metals in the region
and among the most predominant is zinc. Remains of this form of pollution are difficult to
treat and conventional methods are not enough for the remediation of metals to be carried out
in an acceptable way, that is, within the parameters imposed by CONAMA. It is for this
reason that there is a search for new treatments, so that they complement or replace the
conventional ones. Given this, the present work addresses the application of bioremediation, a
method of remediation using microorganisms, as a complementary or substitutive treatment.
For the current research, filamentous fungi were used to remove zinc. Then, two fungal
genera were evaluated for their ability to act as good zinc removal agents from synthetic
effluents. The strains that make up these genera are: Penicillium purpurogenum 10C 3918,
using only one strain, and Aspergillus versicolor, with two strains, IOC 4266 and 10C 4271.
In previous research, the choice of fungal species and mineral medium was determinated. In
the current work, tests were carried out to choose the carbon source responsible for fungal
growth, among them: maltose, xylose and galactose. The dry weight of each fungi was also
evaluated to obtain the “Q” value, indicating the best zinc removal agent. This value
represents the mass of fungal biomass (in grams) needed to remove the metal in question (in
milligrams). As a result, Penicillium purpurogenum IOC 3918 had its best performance with
inactive biomass, using maltose, since it presented a Q value equivalent to 263.65 mg/g, the
highest value removed in the present study. Aspergillus versicolor IOC 4266 reached the Q
value corresponding to 228.11 mg/g using maltose and inactive biomass. Aspergillus
versicolor 10C 4271 presented the value of 216.07 mg/g using xylose with inactive biomass.
Therefore, the inactive biomass proved to be more effective and Penicillium purpurogenum
IOC 3918, the strain with the greatest potential zinc remediation. In terms of percentage of
removal, the three strains presented excellent averages, being above 97%, all of them using
active and inactive biomass.

Keywords: Zinc. Penicillium. Aspergillus. Bioremediation. Biosorption.
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INTRODUCAO

Com o acelerado desenvolvimento industrial e tecnoldgico tem havido uma constante
preocupacdo quanto a poluicdo ambiental. Entretanto, ndo é novidade que o progresso mostra-
se andando constantemente na contramdo da preservacdo. O autor Forstner (1976) ja havia
afirmado, ha muitas décadas, que as descargas de efluentes domésticos e industriais
representavam um dos principais meios de contaminacéo de sistemas aquaticos.

Atualmente, a produgdo acentuada de lixo e de esgoto, além de descartes feitos de
maneira inadequada, principalmente tratando-se de rejeitos industriais, ainda se apresenta
como a maior problematica, conforme Santos et al. (2021). E essa situacdo € ainda mais
agravada pelo alto indice de crescimento populacional.

Segundo Alves (2021), o Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento — SNIS
(2020) — liberou dados atuais que apontam que o volume de esgoto ndo tratado no Brasil se
encontra na ordem de 20 bilhdes L/dia. Dentre os compostos que Se encontram no esgoto
despejado estdo o0s contaminantes emergentes e os metais pesados, ambos considerados
poluentes silenciosos.

Na lista dos contaminantes emergentes, para Cartaxo et al. (2020), encontram-se
produtos naturais ou sintéticos que causam impactos negativos a saude e ao ecossistema a
longo prazo. A exemplo deles ha: farmacos, agrotoxicos e horménios. Ja os metais pesados,
foco desse trabalho, ndo se encontram classificados dentre esses contaminantes. 1sso porque,
conforme Sharma e Agrawal (2005), eles ja sdo bastante conhecidos na literatura, bem como
sdo conhecidas muitas de suas consequéncias ao meio ambiente e a saide humana. Os metais
pesados sdo contaminantes tdo corriqueiros que se encontram na rotina de monitoramento dos
orgdos ambientais no Brasil. O CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente — em sua
Resolucdo n° 430 de 2011 expbe uma tabela de langamento de efluentes e nela, o zinco, por
exemplo, metal que é objeto de estudo desse trabalho, conta com um limite de tolerancia de
5,0 mg/L para aguas de classe Il, mesmo valor permitido pela Environmental Protection
Agency (EPA), que faz esse controle nos Estados Unidos (BRASIL, 2011; USEPA, 2009).
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A classificacdo das aguas também se da da mesma forma para ambos os paises. No
Brasil, o documento que definiu as classes aquaticas foi a Resolu¢do n° 357 de 2005 do
CONAMA. Nele consta que as aguas de classe Il sdo as que estdo destinadas: ao
abastecimento domeéstico (ap6s tratamento convencional), a protecdo das comunidades
aquaticas, a recreacao do contato primario (natagdo e mergulho, por exemplo), a irrigacdo de
hortalicas e plantas frutiferas e a aquicultura de espécies destinadas a alimentacdo humana
(BRASIL, 2005).

Os metais pesados, no geral, apresentam grande preocupacdo porgue sdo persistentes
no ambiente. Eles ndo sdo facilmente metabolizados. Logo, tém a tendéncia de se acumularem
em sistemas bioldgicos, o que pode causar inimeros danos a depender do metal em questdo
(SHARMA; AGRAWAL, 2005).

Um exemplo de ambiente que sofreu prejuizos em decorréncia do despejo de efluentes
contendo metais pesados é a Baia de Sepetiba, corpo d’agua semifechado localizado no Rio
de Janeiro. Estudos de Molisani et al. (2004) indicaram que a baia foi severamente
contaminada por zinco e cadmio. O artigo ainda aponta que a concentracdo do primeiro metal
chegava a 37.300 pg/g de sedimento e tudo indica que a contaminacdo se deu devido a
instalagdes de empresas do setor metalUrgico no entorno da baia.

Ao longo de décadas, pesquisadores vao a busca de melhores meios para remover
esses metais. Os métodos usuais, que antes eram bastante utilizados, ja& ndo sdo mais
considerados eficientes, visto que ndo garantem os limites de concentracdo exigidos pelo
CONAMA. Tais métodos envolvem processos como: eletroquimica, troca idnica e
precipitacdo quimica. Porém, além de serem procedimentos caros, os ambientes contaminados
por metais pesados que sdo remediados de maneira tradicional, geralmente, acabam
necessitando de tratamento adicional posterior. Em vista da melhoria dos métodos de
remediacdo e visando evitar ainda mais prejuizos ambientais, estdo sendo testados, nas
ultimas décadas, novos tratamentos que possam ser mais baratos e mais eficazes que 0s usuais
— também chamados de classicos — viabilizando, assim, o saneamento de areas afetadas
(LEMOS et al.; 2008; VIDALLI, 2001).
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A biorremediacdo € um desses métodos baratos e eficazes que podem, conforme
Molea, Bosco e Ruggeri (2005), tanto substituir os métodos classicos como serem usados de
forma a complementa-los. Segundo Vidali (2001), a biorremediacdo pode ser definida como
uma técnica que faz uso de materiais biolégicos ou microrganismos, visando a conversdo de
contaminantes ambientais em substancias consideradas inertes ou menos téxicas, podendo até
ocorrer a degradacio desses contaminantes. E um processo sustentavel e aceitavel, visto que
ndo necessita de tecnologia de ponta, 0 que torna o processo bem mais econémico.

Diversos estudos ja foram realizados, de acordo com Loukidou et al. (2004),
utilizando diferentes organismos e materiais bioldgicos, como bactérias, fungos, algas, plantas
aquaticas e subprodutos agricolas (por exemplo: cascas e bagacos). Entretanto, para o vigente
trabalho, a biorremediacéo foi feita utilizando espécies de fungos filamentosos.

A escolha dos fungos como organismos responsaveis pelo processo de biorremediacao
neste trabalho se deu porque estes sdo seres que, além de crescerem em condicBes de estresse
ambiental, como baixa quantidade de nutrientes, produzem elevada quantidade de biomassa e
apresentam grande resisténcia em relacdo aos metais, como exposto por Molea, Bosco e
Ruggeri (2005) e Oliveira et al. (2008). Além do mais, Farias e Lemos (2008) ja haviam
utilizado espécies fungicas filamentosas em pesquisas anteriores para a remocao dos
elementos cobre, zinco e manganés e alguns resultados mostraram-se promissores.

Rocha (2017), inclusive, trabalhou em sua pesquisa sobre “Biorremediacdo de zinco
utilizando fungos filamentosos”, com alguns dos fungos utilizados por Farias e Lemos (2008),
obtendo resultados favoraveis.

J& em se tratando da escolha do metal, que foi o zinco, ela se deu justamente
considerando a atual situacéo, ja exposta, da baia de Sepetiba, que perdura hd muito tempo e
vem, inclusive, prejudicando a qualidade das aguas de rios do entorno, como apontado por
Alves-Neto et al. (2014).
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Metais pesados

Os metais pesados correspondem a aproximadamente 40 elementos, todos presentes na
tabela periddica, e as principais caracteristicas deles, para Aguillar et al. (2020), séo:
densidade igual ou superior a 5 g/cm3 e numero atbmico normalmente maior que 20. Alguns
deles sdo considerados essenciais a vida e, por isso, € possivel que os metais pesados sejam
divididos em dois diferentes grupos, segundo Pino (2005). O primeiro é o grupo dos
oligoelementos, ou micronutrientes, e € aqui que se encontram 0s metais considerados
essenciais. Eles se fazem necessarios para que 0s organismos Vvivos possam realizar funcbes
fisiolOgicas vitais, porém sdo sempre requeridos em quantidades infimas. O segundo grupo é
0 dos metais pesados sem funcéo bioldgica determinada. O nome é autoexplicativo e significa
gue sdo englobados aqui 0s metais que apresentam prejuizos para quaisquer gue sejam 0S
organismos e em qualquer que seja a quantidade, inclusive Sharma e Agrawal (2005) os
chamam de “clementos altamente toxicos”.

De acordo com Caflizares-Villanueva (2000), alguns dos metais que compdem o grupo
dos oligoelementos — também chamados de elementos-traco — sdo: zinco (Zn), ferro (Fe),
manganés (Mn), cobre (Cu), cromo (Cr), cobalto (Co), niquel (Ni) e molibdénio (Mo). Ja no
grupo dos metais que ndo tém funcdo bioldgica determinada se encaixam, para Pino (2005),
metais como: mercurio (Hg), chumbo (Pb), cddmio (Cd) e antiménio (Sb).

Todos eles acabam sendo acumulados nos organismos vivos, tornando-se tOXicos.
Com a diferenca de que os metais do segundo grupo apresentam alta toxicidade mesmo em
quantidades extremamente pequenas, visto que ndo sdo metabolizados de forma alguma. Os
metais pesados, quando acumulados nos organismos humanos, podem gerar diversas doencas,
a depender da espécie metalica. Além disso, eles afetam também o meio ambiente e outros
seres vivos que dependem desse ambiente que foi afetado, como é caso, por exemplo, de
corpos hidricos contaminados que tém peixes igualmente contaminados, entre tantos outros
organismos ali presentes. Ademais, tais metais também podem afetar a fertilidade dos solos
(PINO, 2005; SHENG et al., 2004).
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Os oligoelementos, quando em seu estado elementar (isto é, como ion-livre), ndo sdo
tdo prejudiciais como quando formam complexos (ions-livres associados a um grupo doador
de elétrons), visto que esses ultimos sofrem bioacumulacdo assim que absorvidos, pois ndo
sdo passiveis de degradacdo, ndo sdo metabolizados, logo, ndo conseguem ser eliminados
(CANIZARES-VILLANUEVA, 2000).

A bioacumulacdo é o processo que ocorre quando determinadas substancias ou
compostos quimicos (nesse caso, 0s metais), se acumulam no interior dos organismos. Esse
fendmeno ocorre a nivel individual, ou seja, tratando-se de um Gnico organismo, porém, em
longo prazo, hd também o acimulo ao longo da cadeia trofica. Isto é, a substancia ou
composto acumulado é transferido dentro dos niveis tréficos por meio da alimentagdo e sua
concentracdo aumenta desde o produtor até o Ultimo consumidor. A isso se da 0 nome de
biomagnificacdo ou magnificacdo tréfica (VOUTSAS; MAGOULAS; TASSIOS, 2002).

Compreendendo os efeitos da toxicidade dos metais em relacdo ao bem-estar da
populacdo, é possivel encontrar em estudos, como o de Vullo (2003), informacdes que
apontam que os prejuizos a salde estejam associados a inativagdo enzimatica, o que resulta no
blogueio de atividades metabolicas importantes. 1sso ocorre porque o metal, ou 0 complexo
metalico, pode fazer ligagdo com alguns grupos funcionais (principalmente os grupos —SH,
sulfidrilas) pertencentes as enzimas, modificando-as. E, ainda de acordo com a autora, dessa
ligacdo podem resultar danos considerados irreversiveis.

Portanto, dos varios contaminantes que sofrem bioacumulacédo, os metais pesados sao
considerados um dos mais ameacadores, segundo Sheng et al. (2004), porque, no geral, sdo
toxicos mesmo quando em baixissimas concentracdes, além de possuirem capacidade de
realizar ligacdes com grupos funcionais enzimaticos, que as vezes podem nao ser revertidas,
como aponta Vullo (2003). Ademais, suas intoxicacGes sdo consideradas silenciosas, visto
gue sdo notadas apenas apds o acimulo a longo prazo, para Paula (2006).

Por outro lado, conforme apresentado através do catalogo de Bioguimica do CESAD-
UFS, por Leopoldo (2009), os metais sdo, por vezes, inibidores mistos, sendo possivel, assim,
que ele promova a inibicdo das enzimas de maneira reversivel. O que acontece € que 0S
metais se ligam a uma regido diferente daquela do sitio ativo da enzima e, entdo, formam o
complexo enzima-substrato-inibidor, como consta na Figura 1 (extraida do catalogo da
CESAD-UFS, por LEOPOLDO, 2009, p. 223). Nela esta ocorrendo a ligacdo de um substrato
a regido de seu sitio catalitico na enzima, formando o complexo enzima-substrato, e, logo em
seguida, um inibidor liga-se a esse complexo em uma regido diferente, formando o complexo

enzima-substrato-inibidor. Entretanto, ndo é uma reacao irreversivel.



Figura 1 — Representacéo esquematica da inibicdo mista.

¢—-&

Legenda: A enzima no canto superior a direita representa o complexo enzima-substrato. O inibidor
misto liga-se a esse complexo e forma um novo — 0 complexo enzima-substrato-inibidor.
Entretanto, o inibidor liga-se a uma regido diferente do chamado “sitio catalitico” (local
onde se liga o substrato). Dessa forma, a inibicdo ndo é competitiva.

Fonte: LEOPOLDO, 2009.
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Esse complexo, segundo o que fora apontado por Leopoldo (2009), além de formar

uma inibicdo ndo competitiva, é reversivel através da realizacdo de dialise da enzima. Como

exemplo de metal pesado atuante na forma de inibidor misto ha o merctrio (Hg®"), elemento

que pertence ao grupo de metais pesados sem fun¢éo bioldgica determinada.
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1.1.1 Principais caracteristicas do zinco

Com numero atdmico 30 e massa atdmica correspondente a 65,409 u, o zinco € o 23°
elemento em maior abundéncia no planeta. Ele estd presente no grupo dos micronutrientes
porquanto ¢ considerado essencial a satide humana. Representado pelo simbolo ‘Zn’ na tabela
periddica, este elemento participa de varios processos metabdlicos, fazendo parte da estrutura
de determinadas proteinas e hormdnios, além de, no metabolismo energético, auxiliar na
realizacdo do processo catalitico ao estar presente em mais de 300 enzimas. Esse
oligoelemento também participa do carreamento de CO, dos tecidos até os pulmdes, além de,
no caso das plantas, ser um metal essencial para o seu crescimento (ALEXANDRE et al.,
2012; ANDRADE; ALVES; TAKASE, 2005; MARREIRO et al., 2004; PINO, 2005).

Os autores Koury e Donangelo (2003) apontam em seu trabalho as mais diversas
funcdes do Zn no organismo humano, quando em sua forma metalica — isto €, ion-livre.
Dentre elas estdo: protecdo antioxidante, acdo como cofator enzimatico, estabilizacdo da
transcricdo génica, estabilizacdo de membranas celulares; além disso, ele participa da divisdo
celular, da espermatogénese, do estoque e da liberacdo de insulina, do metabolismo da
vitamina A, do metabolismo energético, da resposta e da regulacdo do sistema imune e, por
fim, da sintese de proteina.

Dadas as suas funcdes, a falta deste micronutriente pode, logicamente, resultar em
consequéncias desastrosas para a saude e também para o crescimento vegetal. Os sintomas
que se apresentam em consequéncia de sua baixa quantidade no organismo humano s&o: perda
de apetite, 0 que pode ocasionar retardo no crescimento, e redugdo na sintese proteica,
segundo Marreiro et al. (2004) e Andrade, Alves e Takase (2005). Ao que indicam os autores
Gammoh e Rink (2019), o organismo humano ndo possui um sistema de armazenamento de
zinco como possui para o ferro, por exemplo. Por isso o cuidado para que sua ingestdo seja
realizada diariamente se faz tdo importante. No caso de haver caréncia de Zn nas células
vegetais, ha a ocorréncia da ma formacdo das folhas, que ficam atrofiadas, assim como pode
haver clorose — producdo insuficiente de clorofila, como apontam Hafeez, Khanif e Saleem
(2013).
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Contudo, € o excesso do metal que mais gera preocupagdo em se tratando do
organismo humano, pois a intoxicagéo de zinco acontece de maneira silenciosa e, por motivos
que ainda serdo abordados, existem muitos ambientes contaminados por ele. De acordo com
Andrade, Alves e Takase (2005), os primeiros sinais de intoxicacdo ocasionada pelo metal
sdo0: nauseas, cefaleia (dores de cabeca), vOmitos e, entdo, podem ocorrer problemas
gastrointestinais e anemia. Ademais ndo é incomum que haja altera¢es na resposta imune,
visto que o elemento esta presente em estruturas proteicas e atua auxiliando na catalisacédo
enzimatica. A partir de 50 mg/dia, valor muito acima do recomendado diariamente, o zinco,
para Koury e Donangelo (2003), pode inibir a absorcdo de cobre. Todavia, como
consequéncia da deficiéncia de cobre, o individuo pode adquirir, da mesma forma, retardo no
crescimento, bem como anemia, além de leucopenia — reducdo de leucdcitos —, neutropenia —
reducdo de neutrofilos — e hiperuricemia — &cido urico elevado no sangue.

A recomendacédo de ingestdo diaria pela National Academy of Sciences, nos Estados
Unidos, é de 2 mg para bebés de até seis meses, chegando a 8 mg para mulheres adultas e 11
mg para gravidas e homens adultos. No caso de lactantes esse valor é equivalente a 12 mg,
conforme se encontra no site da National Institutes of Health (2021). No Brasil, a quantidade
a ser ingerida diariamente € definida pelo Ministério da Salde, através da Resolucdo RDC n°
269 de 2005. Neste documento consta que o limite de ingestdo de zinco para um adulto é de 7
mg/dia (BRASIL, 2005b; NIH, 2021).

E importante relembrar também que o CONAMA veio a definir um limite maximo
para a presenca do metal na dgua que abastece a populagdo, atraves da Resolucdo n° 430 de
2011, e este limite corresponde a 5,0 mg/L de 4gua (BRASIL, 2011).

Vale ressaltar que o zinco é considerado menos prejudicial quando na forma de ion-
livre, contudo, ele sempre pode formar complexos e esses, sim, podem apresentar elevado
risco de intoxicacdo. Cabe expor que complexos sdo compostos formados a partir da reacéo
de um ligante quimico com um ion metalico central, que ird atuar como &cido de Lewis e
coordenar esse ligante, segundo Dall’oglio e Hoehne (2013) e Chioquetta (2016). Um
exemplo de complexo é tetraclorozincato [(ZnCl4)?]. Por outro lado, h4 compostos de zinco
como o oxido de zinco (ZnO), o cloreto de zinco (ZnCl,) e o sulfato de zinco (ZnSO,) que sdo
amplamente empregados na area da saude, na industria téxtil, na metalurgia e também para

tratamento de agua, conforme Plum, Rink e Haase (2010) e VVolesky (2001).
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1.1.2 Poluicido ambiental por zinco

O monitoramento das concentracdes de zinco no meio ambiente é de suma
importancia, uma vez que ele esta presente em diversos ambientes. Usado industrialmente em
larga escala, segundo Lemos et al. (2008), ele aparece nos efluentes gerados por industrias de
galvanoplastia, chapeamento, eletrodeposicao, metalurgia e em fabricas de produtos como
baterias e tintas também, como indicam Silva et al. (2018b). De igual maneira, aparece em
rejeitos de industrias produtoras de zinco, de ferro e também as de aco. Contudo, para
Volesky (2001), o Zn também pode ser liberado através de atividades de mineracdo e da
gueima de carvdo. Na sua Ficha de Informacdo Toxicoldgica, a CETESB (2012), inclui,
ainda, a incineracdo de Residuos Soélidos Urbanos (RSU) como sendo uma atividade emissora
de zinco. Esses residuos, porém, ndo tém uma composicdo bem definida, visto que ela varia
de acordo com o municipio, geralmente, contando com algumas variaveis como: habitos e
situacdo socioecondmica dominantes na regido, como consta no trabalho de Zanta e Ferreira
(2003). Faz-se necessario considerar, ainda, as origens dos RSU, que sdo as seguintes:
residéncias, estabelecimentos comerciais, industriais, de salde e até &reas agricolas de
determinado municipio. O uso de agrotoxicos, aqueles dos quais o zinco participa da
composicdo, representa igual perigo, ja que seus residuos escoam e contaminam as aguas,
como apontado por Camargo (2007), prejudicando, a longo prazo, saide humana e podendo
causar mutacdes genéticas em alguns seres vivos, segundo Steffen, Steffen e Antoniolli
(2011). Quanto a emissao natural do zinco, so é possivel de ocorrer através de erosdo.

Vestigios desse metal podem ser encontrados aderidos em particulas de poeira no ar,
como ha muito ja era apontado por Wong (1986). Ademais, podem também estar presentes no
solo, de acordo com Wei et al. (2021), havendo a possibilidade de se mobilizarem para corpos
d’agua superficiais e para os lengois freaticos, segundo Zamani, Yaftian e Parizanganeh
(2012).

Quando presente no solo, o zinco é capaz de diminuir a fertilidade e causar a
interrupcdo de atividades bioldgicas, 0 que acomete microrganismos e até macro-organismos,
como minhocas, e acaba por prejudicar o processo de decomposi¢do da matéria organica, que
se torna lento. Isso afeta todo o ciclo que se sucede na teia alimentar. Vale frisar sobre a
possivel lixiviacdo de Zn, que nada mais é do que a infiltragdo do metal no solo em direcdo
aos lengois freaticos, gerando como resultado, novamente, a contaminacéo de corpos hidricos
(STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI, 2011; SUTHAR; SINGH; 2008).
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Ferreira, Lofrano e Morita (2020) pontuaram, como consequéncias em longo prazo,
devido & contaminagdo por zinco, prejuizos irreparaveis ao solo e aos corpos hidricos, bem
como impactos as geracdes futuras, indo de encontro ao conceito de desenvolvimento
sustentavel, que, segundo Romeiro (2012), é “atender as necessidades do presente sem
comprometer a possibilidade de as geragdes futuras atenderem as suas necessidades”.

E necessario, portanto, que haja acdes para reverter esse quadro ambiental. Como
alternativa para solucionar tal problema poderia até ser sugerida a diminuicdo, ou inclusive a
interrupcdo, de algumas atividades antropogénicas — especificamente, as que estdo
diretamente ligadas ao despejo de metais pesados. Sabe-se que no Brasil ha registro, no estado
de S&o Paulo, de uma lei estadual (n° 13.577/09 - SAO PAULO, 2009) que afirma que
somente ha necessidade de se interromper as atividades antropogénicas se estas causarem
riscos a saude humana. Em caso de prejuizo ambiental, € descrito nela que, ha a necessidade
da verificagdo de monitoramento de impactos (FERREIRA; LOFRANO; MORITA, 2020).

O que se vé é um quadro que afasta o pais, cada vez mais, do cendrio mundial
proposto pela ONU na Agenda 2030, onde foram estabelecidos 17 Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Alguns dos mais concernentes com essa pesquisa sao:
ODS 6 — “Agua Potavel e Saneamento” —, que versa sobre a qualidade dos corpos hidricos e
sua disponibilidade, e ODS 14 — “Vida na Agua” —, que versa sobre sustentabilidade e
conservagdo dos oceanos e mares. Alids, esse cenario de afastamento é algo que se reflete em
escala mundial. Sendo assim, urge que outros meios sejam encontrados para que Se possa
realizar a preservacdo ambiental (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018; ONU, 2015; SILVA, et
al. 2018).
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1.2 Baia de Sepetiba e o0 problema da polui¢cdo com metais pesados

Ja foi abordado o quanto corpos d’agua sao prejudicados com o descarte de residuos
contendo metais pesados sem tratamento prévio, ou pelo menos sem que esse tratamento seja
realizado de forma adequada. Entretanto, é de suma importancia mencionar um exemplo real
da degradacéo que esse tipo de negligéncia pode ocasionar. Esse exemplo fica localizado no
estado do Rio de Janeiro, segundo Ferreira, Horta e Cunha (2010), as latitudes 22°55’ e
23°05°S e longitudes 43°40° e 44°40°W, abrangendo uma area de mais ou menos 450 km? e ¢
conhecida como baia de Sepetiba, estando representada logo abaixo, na Figura 2 (extraida do
artigo de MOLISANI et al., 2004, p. 18), que trata-se de um mapa para esclarecimento acerca
dessa regido. Inclusive, nele, encontram-se apontados os principais rios que ali desaguam,

sendo 0 Guandu o mais importante deles, com uma vazdo média de 89 m3/s.
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Figura 2 — Mapa acerca da regido da baia de Sepetiba.
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Legenda: O mapa mostra todo o entorno da baia de Sepetiba, que abrande os municipios de Mangaratiba,
Itaguai e Rio de Janeiro. E possivel ver que a baia é um corpo d’dgua semi-fechado, estando sua abertura no
canto esquerdo inferior do mapa. Dentro dela encontram-se as ilhas: Guaiba, de Jaguanum, Itacurugd e a llha
da Madeira. A &rea destacada como “Sepetiba Harbor” é onde consta o porto de Sepetiba, “Zn-Cd Smelter” é
onde se encontrava localizada a zona industrial para fundi¢do de zinco e cadmio, a Companhia Mercantil e
Industrial Inga, hoje inativada. Em oposto a essas referéncias, no canto inferior do mapa, esta a Restinga da
Marambaia. O termo “beach ridge” indica que ali foi formada uma espécie de cordilheira de praia, isto &,
houve acimulo de sedimentos trazidos pelas ondas. Fora da area semi-fechada da baia esta apontado o
Oceano Atlantico. No canto direito, marcado por um grande circulo cinza, estdo os principais rios que
abastecem a baia: rio da Guarda, o canal de Sdo Francisco, que tem sua foz no rio Guandu, e o préprio rio
Guandu. Ao lado, hé o rio Ita, que ndo esté entre os principais, mas encontra-se representado na figura. Um
pouco acima do grande circulo, ha um circulo menor representando o aterro sanitario que Molisani et al.
(2004) apontam como sendo o de Itaguai, mas, pela localidade, € o de Seropédica (o Centro de Tratamento de
Residuos, CTR). E finalmente, na legenda que consta dentro desta figura estd um quadrado preto que no
mapa atua como representante dos nlcleos de sedimento e as setas da legenda apontam no mapa a direcdo
das principais corretes de superficie.

Fonte: MOLISANI et al., 2004.

A baia de Sepetiba, de acordo com Ferreira, Horta e Cunha (2010), conta com regides
de mangue, sendo ela um estuario. Para Ramos & Geraldo (2007), esse tipo de area funciona
como berco para o desenvolvimento de diversas espécies relacionadas ao ambiente aquético,
como: artropodes, moluscos, peixes e aves. Portanto, quaisquer poluentes que adentrem a baia
ja sdo considerados passiveis de criarem grandes prejuizos aos seres vivos desse habitat, alem
de afetar as atividades que permeiam esse ecossistema. Ademais, Vannucci (2001) afirma que
de acordo com as caracteristicas das plantas de manguezal, elas possuem alta porosidade e

acabam retendo os metais pesados do entorno.
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O que torna a situacdo tdo alarmante é o fato de a baia possuir registros de altas
concentragdes de metais pesados, sendo que os experimentos de Ferreira, Horta e Cunha
(2010) apontam o zinco como sendo o0 metal que se encontra em maior concentracdo. Para tal,
foram analisados sete pontos diferentes e apenas dois apresentaram-se com niveis satisfatorios
enquanto os outros cinco mostraram dispor do metal em um nivel muito acima do tolerével.
Além do mais, os autores analisaram amostras de figado e de rim das aves locais conhecidas
como garca-da-noite — espécie Nycticorax nycticorax — e essas revelaram reter altos niveis de
Zn, inclusive como sendo o metal com a concentracdo mais elevada em ambos os 6rgaos,
encontrando-se, porém com maior acimulo no rim, quando comparadas as duas estruturas
bioldgicas.

Toda essa oferta indesejada de zinco vem da expansdo urbana local, que contava com
cerca de 600.000 pessoas em 1978 e nos anos 2000 esse nimero ja havia subido para 1.7
milhdes. Mas principalmente tal demanda vem do aumento da industrializacdo no entorno. O
historico local conta com aproximadamente 400 industrias passando por ali ao longo de 30
anos, dentre elas, fabricas metallrgicas e petroquimicas, além de uma planta de fundicdo de
zinco e cadmio (Zn-Cd), que consta em destaque com a legenda “Zn-Cd smelter” na Figura 2.
Sem contar que tanto o crescimento da populagdo como da industrializacdo culminaram no
desmatamento da &rea, aumentando, assim, o processo de erosdo, que também é uma das
formas de disponibiliza¢&o de zinco no meio ambiente (MOLISANI et al., 2004).

O aumento de sedimentos na baia de Sepetiba ainda péde contar com uma manobra
antropogénica ocorrida nos anos 50, de acordo com Molisani et al. (2006), onde o rio Paraiba
do Sul foi, segundo Alves-Neto et al. (2014), desviado para a baia, através do rio Guandu, no
intuito de abastecer a populacédo e a indUstria que ja apresentavam sinais de crescimento. O rio
Guandu, que tinha um fluxo menor que 20 m3/s, passou a ter uma média, segundo Ferreira,

Horta e Cunha (2010), de 89 m?/s, fazendo dobrar as taxas de acumulo de Zn.
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1.3 Biorremediagao

A biorremediacéo surgiu, segundo Vidali (2001), ap6s muita pesquisa, como sendo a
melhor alternativa para solucionar o problema da poluicdo. Isso tanto para os solos quanto
para os corpos d’agua, estejam eles contaminados por compostos quimicos organicos ou
inorganicos, o que inclui, nesse Gltimo caso, os metais pesados. Radhika, Subramanian e
Natarajan (2006) reforcam que esta é uma tecnologia que utiliza organismos ou materiais
biolégicos que sdo capazes de transformar ou de acumular alguns compostos quimicos.
Inicialmente, a biorremediacdo era vista como uma técnica complementar aos métodos
classicos, porém, hoje, ela passou a substitui-los, por muitas vezes.

E vélido salientar que os métodos cléassicos sdo aqueles que envolvem processos
fisico-quimicos e dentre eles estdo: a oxidagdo, a reducdo, a troca ibnica, a complexacdo e a
precipitagdo quimica, por exemplo. Entretanto, nos dias de hoje esses métodos podem ser
auxiliados pela técnica da biorremediacdo para atingir 0s niveis minimos, desejaveis, de
metais pesados encontrados nos rejeitos industriais (LEMOS et al., 2008; LOUKIDOU et al.,
2004).

E fato que a técnica de biorremediagio apresenta como principais vantagens: o baixo
custo e o fato de se utilizar de processos naturais, 0 que a torna uma tecnologia considerada
limpa, além de amplamente aceita. Ademais, se 0 contaminante ndo for completamente
capturado nesse processo e retirado do ambiente pelo organismo ou material biolégico que
esta sendo utilizado, que é a consequéncia mais comum — por conta de processos que serdo
explicados mais adiante —, ele é, entdo, atenuado. A biorremediacdo conta também com a
possibilidade de recuperacdo da espécie metalica, sendo esse mais um ponto positivo de sua
aplicacdo (VIDALI, 2001; ZOUBOULIS; LOUKIDOU; MATIS, 2004).

De acordo com Andreazza et al. (2013), o método utiliza produtos provenientes da
natureza, porém faz-se necessario o cumprimento de determinados critérios para que a
biorremediacdo possa ser praticada. Esses critérios sao:

a) O contaminante deve se encontrar biodisponivel,
b) O ambiente a ser biorremediado deve apresentar condicGes satisfatorias
para manter o crescimento de organismos e para que atividades enzimaticas

sejam realizadas;
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c) A biorremediacdo deve sempre apresentar um custo menor que as demais
tecnologias para remogdo do contaminante, haja vista que sem isso ela néo

cumpre seu propésito.

Algumas classificacBes podem ser empregues a técnica de biorremediacdo, a comegar
pela espécie quimica a ser remediada. Os compostos a sofrerem a remediacdo se apresentam
como sendo de natureza organica ou inorganica. Os organicos basicamente contém carbono
em sua estrutura, o que da a eles a capacidade de formar cadeias mais longas, como apontam
Megharaj et al. (2011). Ja o grupo dos compostos inorganicos é aquele no qual estdo inseridos
0s metais pesados, segundo Paria e Yuet (2006), e todos 0s complexos que ndo possuem o
carbono em sua estrutura, o que faz com que formem apenas cadeias curtas. Além disso, para
Santiago et al. (2015), os compostos inorganicos podem ser classificados de acordo com suas
fungBes, portanto nesse grupo encontram-se as bases, 0s sais, 0s &cidos e 0s 0xidos.

Concernente a forma como os compostos sdo biorremediados, ha duas classificacfes: a
biossorcdo e a bioacumulacdo, pelo que aponta Giansante (2017). A biossorcdo, para
Quintelas (2007), € um mecanismo rapido que ocorre atraveés da adsorcdo desses ions
metalicos na superficie da célula, geralmente pelo glicocalix, por ligacdo extracelular. Dessa
forma, ao entrar em contato com a solucdo, o organismo que usa desse artificio tende a
acumular o soluto em sua camada externa, sua parede celular. Em contrapartida, a
bioacumulacdo, que € um processo mais complexo, necessita da célula viva, visto que utiliza
do metabolismo dela. Os ions metélicos adentram as células através da membrana celular e, l&
dentro, de acordo com Giansante (2017), pode sofrer dois processos: a biotransformacéo ou a
bioprecipitacdo. O processo de biotransformacdo, segundo Siqueira (2016), € quando ocorre
modificacdo da estrutura da molécula, reacdo que € catalisada por uma enzima. Dessa forma
pode ocorrer, por exemplo, a alteracdo do estado de oxidacdo do metal, o que o torna menos
toxico. Finalmente, a bioprecipitacdo é a recuperacdo das espécies metalicas por meio da
reacdo que ocorre entre elas e os sulfetos produzidos pelas bactérias redutoras de sulfato,

como consta no trabalho de Janyasuthwiong e Rene (2017).
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Outro ponto importante é a classificacdo quanto ao local onde € realizado 0 processo
de biorremediacdo. Ela pode ser in situ, ou seja, realizada no local contaminado, ou ex situ,
isto é, fora desse local. No caso da biorremediacéo ex situ, o solo, ou efluente a ser tratado,
precisa ser transferido para uma unidade de tratamento, seja por escavacdo do solo ou pelo
bombeamento da agua, visto que tanto o solo quanto o efluente podem ser submetidos a esta
técnica. Embora parega ndo ser vantagem realizar a técnica ex situ, ambas possuem uma gama
de pontos positivos e negativos (BARDOS; MORGAN; SWANNELL, 2000; SONG et al.,
2017; SOUZA; POMAROLLI; VEIGA , 2020).

A técnica in situ, para Sharma (2012), apresenta menor custo, ja que nao é necessario
que se realize qualquer transporte pra conclui-la. Ademais, por ser feita no local, a técnica ndo
é considerada invasiva e acaba se apresentando como sendo mais passiva em relacdo a técnica
ex situ, ou seja, acaba sendo considerada mais natural. Entretanto, essa técnica de
biorremediagdo torna-se muito dificil quando o solo ou o efluente contam com a presenca de
muitos metais, isso porque h& uma concorréncia entre eles, conforme afirma Vullo (2003).
Como vantagens da estratégia ex situ, é contundente que, mesmo havendo deslocamento, ela
se apresente como uma técnica barata e o fato de nao ser feita no local original, ndo significa
que ela ndo possa ser realizada em ambiente bem préximo, como em um compartimento a
parte, a fim de diminuir o custo. Esses compartimentos, segundo Oliveira et al. (2008), podem
ser biorreatores ou apenas um local onde os parametros para a realizacdo da biorremediacao
sejam controlados, 0 que necessita, ainda assim, de espaco. Contudo, se esse compartimento
for um biorreator a técnica acaba encarecendo.

Em se tratando do tipo de biomassa para que haja o aprimoramento da remediacéo,
encontram-se alguns itens listados e discorridos a seguir:

a) Subprodutos agricolas: A comecar pelos materiais bioldgicos, como
cascas, bagacos e sementes, por exemplo, ha pesquisas como a de Pino (2005).
A autora fez uso do p6 da casca de coco da espécie Coco nucifera L. para
remediar efluentes contendo metais pesados. Em sua pesquisa, foi descoberto
que os resultados eram promissores para o cromo (IV), o cromo () e o
cadmio, removendo respectivamente 86%, 90% e 99% desses metais, nessa
ordem, em concentracdes de 20 ppm. Ja Kieling (2009) usou a casca de arroz e
arroz moido para fazer a remogdo de cromo hexavalente, obtendo melhores

resultados com o uso do grdo moido;
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b) Algas: Esses macro-organismos ja foram utilizados por pesquisadores
como Moreira (2007). A autora utilizou a alga marinha feoficea da espécie
Sargassum sp. para realizar a remocéo de ferro e cobre em 0leos lubrificantes
automotivos ja usados. Esses 6leos foram coletados de uma frota de dnibus da
cidade de Natal, Rio Grande do Norte, Brasil. Moreira (2007) fez uso da
biomassa inativa de Sargassum sp. Desse modo, as algas foram pulverizadas,
segundo a propria autora, perante a premissa da literatura que indica esta como
sendo a forma mais efetiva na retencdo e no acumulo de elementos metalicos.
Logo, a interagdo ocorrida entre os ions metalicos e a alga foi de adsorgdo, isto
é, atracOes eletrostaticas entre as espécies quimicas positivamente carregadas e
0s sitios negativos na superficie das feoficeas;

C) Plantas aquéticas: Também entre 0s macro-organismos estdo as plantas
aquéticas e o método de biorremediacédo realizado por elas recebe 0 nome de
fitorremediacdo. Um exemplo de planta utilizada em experimentos é a Typha
domingensis, popularmente conhecida como taboa. Martins et al. (2007)
realizaram os testes de remediacao de nitrogénio (N) e fosforo (P) com cinco
diferentes concentracdes dentro de um sistema fechado. Nesse trabalho, a
espécie aquética, apds 162 dias — pois a fitorremediacdo leva mais tempo para
ser concluida em relacdo a biorremediacdo realizada com outros tipos de
materiais biolégicos —, se mostrou adequada para remocdo, principalmente de
N, tendo seu maximo desempenho para o elemento na marca de 87,3%;

d) Bactérias: Concernente ao uso de microrganismos, Andreazza et al.
(2013) realizaram a remediacdo de cobre (Cu) fazendo o uso de bactérias que
tém a possibilidade de desenvolver diversos mecanismos de resisténcia ao
metal. Tal resisténcia tem probabilidade de ocorrer tanto no cromossomo,
quanto no plasmideo, através de genes especificos. Alguns desses plasmideos
ja foram identificados, como o R124 de Escherichia coli, que codifica a
repressdo da sintese da proteina OmpF, e o Rtsl. Eles proporcionam a esses
microrganismos a diminui¢do no fluxo de transporte de Cu para o interior da
célula bacteriana e 0 aumento da capacidade de acumular concentracfes do

metal;
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e) Fungos: Microrganismos que atuam em um método denominado
“micorremediagdo”. Eles sdo utilizados em pesquisas como a de Farias e
Lemos (2008), que fizeram uso de cinco linhagens fangicas para realizar a
remocdo de cobre, zinco e manganés de efluentes sintéticos, separadamente.
Resultados favordveis foram obtidos, principalmente com a espécie
filamentosa A. versicolor, para a remocdo de zinco, e a levedura, fungo
unicelular, da espécie S. cerevisiae, em se tratando da remocéo de cobre. Rocha
(2017) também testou em sua pesquisa quatro linhagens fldngicas e obteve
resultados promissores com a utilizacdo de A. versicolor na remediagéo de Zn
ao utilizar a xilose como fonte de carbono. Os experimentos foram realizados
tanto com a biomassa ativa quanto com a inativa e os resultados mostraram-se
melhores com a biomassa inativa, que conseguiu realizar 77,9% de remocéo do

metal.

O Quadro 1 (extraido e adaptado do artigo de ZWAIN, VALIKI e IRVAN, 2014, p.
9), logo a sequir, faz um comparativo entre diversos materiais biologicos, passando por cada

categoria citada nos itens acima.
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Quadro 1 — Quadro comparativo entre diferentes materiais bioldgicos utilizados na literatura
para a realizacdo da biorremediacao.

Material bioldgico Valor Q (mg/g) Referéncia

Lignina 73,2 Srivastava, Singh e Sharma
(1994)

Bentonita 52,91 Mellah e Chegrouche
(1997)

Polpa de beterraba 17,78 Reddad et al. (2002)

Residuos de mandioca com | 559,74 Horsfall e Abia (2003)

tratamento de &cido

tioglicolico e &cido nitrico

Residuos de cenoura sem 55,82 Nasernejad et al. (2005)

tratamento

Cinzas de casca de arroz 14,30 Saeed, Akhter e Igbal
(2005)

Madeira de mamoeiro 13,64 Saeed, Akhter e Igbal
(2005)

Musgo 14,7 Martins, Pardo e
Boaventura (2004)

Macroalga verde marinha 128,8 Ajjabi e Chouba (2009)

seca

Caulerpa lentillifera (alga) | 2,66 Pavasant et al. (2006)

Chondrus crispus (alga 42,5 Romera et al. (2008)

vermelha)

Ascophyllum nodosum 41,2 Romera et al. (2008)

(alga marrom)

Streptomyces lunalinharesii | 13,64 Veneu, Torem e Pino

(bactéria) (2013)

Estirpe XZN4 (bactéria) 34,23 Huang et al. (2020)

Botrytis cinerea (fungo 12,98 Tunali e Akar (2006)

filamentoso)

Auricularia polytricha 6,1 Li et al. (2018)

(cogumelo)

Fonte: Adaptado de ZWAIN; VALIKI; IRVAN, 2014.
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A maneira como se encontra a biomassa a ser utilizada no processo também é uma
questdo bastante relevante, mas basicamente ela pode estar na forma ativa ou inativa. Esse
conceito de atividade, ou mesmo de sua falta, esta relacionado, para Dias et al. (2019), ao
metabolismo. A biomassa ativa € uma biomassa viavel, ou seja, 0 organismo se encontra vivo,
sendo possivel, dessa forma, utilizar de seu metabolismo no processo de biorremediagdo. J& a
biomassa inativa ou inerte, segundo Laspidou e Rittman (2004), estd “morta”, pois sua
atividade metabdlica esta inativa, o que culmina no uso de processos que dependem de outros
fatores, como a parede celular e as interacfes passiveis de ocorrer nesse local para que seja

realizado o processo de remediacdo com materiais biologicos.

1.3.1 Micorremediacdo

Segundo Quintelas (2007), os fungos sdo excelentes organismos para serem usados na
remocao de metais, visto que eles crescem facilmente em condicGes de estresse ambiental.
Normalmente, para Paustian e Schnurer (1987), eles o fazem por meio do alongamento e das
ramificacdes de suas hifas, que crescem em direcdo a fonte de carbono, produzindo, assim,
uma elevada quantidade de biomassa. Quintelas (2007) ainda aponta outra vantagem que é o
fato de os fungos poderem ser manipulados sem muita dificuldade, seja essa manipulacédo

genética ou morfolodgica.
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A forma com que eles realizam o processo de biorremediacao varia de acordo com as
condigbes em que se encontra a sua biomassa. Se a biomassa do fungo estiver ativa, 0o
metabolismo entra em cena e o metal € transportado para o interior da célula, sendo
posteriormente depositado em organelas especificas, conforme indicam Srinath et al. (2002).
Contudo, esse método de acdo pode envolver processos ainda mais complexos, como é o caso
da ocorréncia de ligacdo de metalotioneinas, o uso de enzimas para degradacdo de moléculas
e 0 uso das bombas de efluxo, segundo Huang et al. (2014). Por outro lado, para, Akar e
Tunali (2006), a biomassa inativa ndo possui atividade metabolica, portanto, a retencdo de
metais ocorre mediante interacdo entre os ions metalicos e estruturas presentes na parede
celular fangica, como polissacarideos e proteinas. Tanto um quanto outro estdo presentes nas
células de maneira abundante, ambos também sdo compostos por diversos grupos funcionais,
sendo eles, as carboxilas, as hidroxilas, o grupamento amina, o grupamento fosfato e o
grupamento sulfato. Os autores Veglio e Beolchini (1997) reforcam que esses grupos
funcionam como sitio de ligacdo para os metais, tornando possivel a realizacdo da adsorgéo.

Discorrendo melhor sobre as metalotioneinas, elas sdo proteinas de baixo peso
molecular e Andreazza et al. (2013) indicaram que sua producdo € realizada pelas células
eucariotas para protecéo e resisténcia quando presentes em efluentes ricos em alguns metais,
como o proprio zinco. Por isso essas ligacfes podem ocorrer quando for usada a biomassa
ativa. De um modo geral, Oliveira et al. (2008) expuseram que os fungos absorvem, como
nutrientes e através da membrana plasmatica, moléculas que possuem baixo peso molecular e
gue sejam sollveis em agua. Entretanto, se as moléculas do meio ndo apresentarem baixo
peso, as células fangicas secretam enzimas para seu exterior. Dessa forma, essas enzimas
realizam a quebra das moléculas, aumentando a solubilidade delas, bem como a possibilidade
de assimilacdo das mesmas. Contudo, pode ocorrer de algumas enzimas serem incorporadas
as moléculas clivadas, fazendo agora parte de sua composicao.

Em se tratando das bombas de efluxo, segundo Borges-Walmsley, McKeegan e
Walmsley (2003), elas nada mais sdo do que proteinas transmembranas que fazem o
transporte de substancias para fora da célula, quando esta se encontra saturada. Mecanismo

gue também pode ocorrer quando com o uso da atividade metabodlica do fungo.
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Diante da complexidade que se apresenta em uma célula fingica com metabolismo
ativo, Bishnoi e Garima (2005) apontam que trabalhar com a biomassa inativa do fungo tem
sido a preferéncia dentre as pesquisas acerca da remocdo de contaminantes. E isso
provavelmente se da por conta da auséncia de limitacdes, em se tratando de toxicidade, além
de ndo haver a necessidade de controlar os nutrientes, visto que ndo ha crescimento, sem
contar com a possivel recuperacdo dos metais, o reuso da biomassa flngica e a maior
facilidade para se trabalhar com ela, caso seja utilizado um reator.

Concernente a recuperacdo da espécie metalica, o fato de a biomassa estar ativa ou
inativa também faz toda a diferenca. No caso do uso da biomassa ativa, para o resgate dos
metais sdo usados métodos que destroem a célula. Porém, sem o reuso da biomassa o
processo deixa de ser tdo econdémico. J& com a biomassa inativa a recuperacao é feita por
dessorcdo — processo que sera explicado adiante — e ela pode ser utilizada novamente até o
momento em que os sitios de ligacdo estiverem saturados e o resgate tanto do metal quanto da
espécie fangica precisem ser realizados, o que pode ser repetido sucessivas vezes tanto quanto
as células fungicas aguentarem (BISHNOI; GARIMA, 2005; MUNARQO et al., 2015).

Enfim, no que diz respeito a dessorcdo, essa é a técnica utilizada para que sejam
retirados os compostos metélicos da superficie das células dos fungos. Para tal podem ser
utilizados como agentes de dessorcao os &cidos, as bases ou até mesmo os alcodis, contudo,
sempre sendo necessaria uma anélise para avaliar qual € o composto menos prejudicial para
aquele complexo formado, ou seja, qual das opcOes ira garantir que a biomassa ndo seja
perdida apds a adsorcdo. Além do mais, um fator muito importante a ser levado em
consideracdo para que esse procedimento ocorra € a carga dos metais adsorvidos pelo
microrganismo, haja vista que para a remocdo de cations € necessario que o agente de
dessorcdo tenha pH bésico. Assim como para a remocao de anions, o pH precisa ser acido.
Afinal, cations ndo podem ser recuperados em pH acido, bem como solucBes béasicas ndo
auxiliam na recuperacéo de anions (CHATTERJEE; ABRAHAM, 2019).
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1.4 Pesquisa prévia

A vigente pesquisa trata da continuacdo de um trabalho realizado previamente, cujo
titulo ¢ “Biorremediagdo de zinco utilizando fungos filamentosos”, de Rocha (2017). Durante
sua execucao foram feitas avaliagbes com quatro espécies de fungos filamentosos no intuito
de saber se eles se apresentariam como bons agentes removedores zinco de efluentes
sintéticos. As espécies avaliadas foram: Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, Penicillium
chrysogenum e Penicillium coryophilum. Para o crescimento das estirpes, foram empregadas
trés fontes de carbono, separadamente, o que também foi um pardmetro para a avaliagéo.
Essas fontes foram os acUcares: galactose, maltose e xilose, sendo tanto o primeiro quanto o
ultimo classificados como monossacarideos e o segundo, como um dissacarideo.

A escolha dos fungos ndo se deu de maneira aleatdria. Todos foram tirados da
literatura, visto que Farias e Lemos (2008) ja tinham utilizado as espécies em questdo para
testar a remocdao de cobre, de manganés e também de zinco. As autoras, que empregaram 0S
mesmos aclcares como nutriente, acabaram obtendo resultados promissores no que diz
respeito & remoc¢do de zinco e de cobre. Em relacdo ao zinco, Farias e Lemos (2008)
observaram que o fungo A. versicolor, quando tinha empregada como fonte de carbono a
xilose, se apresentava como sendo o melhor agente de remocéo. Para o cobre, o melhor
resultado ndo foi adquirido através do uso de uma das quatro linhagens citadas e, sim, com a
utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae, porém com a mesma fonte de carbono:
xilose. Em se tratando da remediacdo do manganés, as autoras ndo conseguiram obter
resultados significativos, visto que nenhuma das espécies chegou, sequer, a 20 % de extracdo

do metal.
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Rocha (2017) repetiu alguns dos experimentos para confirmar, dentre as quatro
espécies, qual realmente agia como melhor agente para remocéo de zinco. A autora confirmou
que a especie Aspergillus versicolor era a melhor, bem como a melhor fonte de carbono era de
fato 0 monossacarideo xilose. Foram feitos tambem testes utilizando tanto a biomassa ativa
qguanto a biomassa inativa para que fosse descoberta qual delas apresentava maior eficiéncia
na remoc¢do. Como resultado, a biomassa ativa apresentou boa remocéo utilizando xilose,
acucar usado pelos proprios fungos para o crescimento de seus pellets — ou pequenas pelotas,
como abordado por Barroso (2006). Por outro lado, os resultados realizados com a biomassa
inativa foram ainda mais propicios, repetindo as mesmas condi¢cbes empregadas nos
experimentos da biomassa ativa. Inclusive os melhores resultados foram obtidos utilizando o
mesmo monossacarideo, ainda que ndo tivesse havido crescimento da biomassa, visto que esta
se encontrava inativa. Isso significa que ndo houve formacdo de pellets, e sim apenas a
presenca de conidios.

O resultado foi mais favoravel para a forma inativa porque com uma menor
guantidade de biomassa fungica obteve-se uma maior extracdo de ions metalicos. Expressos
em nameros e de forma mais concreta, o Aspergillus versicolor ativo, tendo a xilose como
nutriente, resultou em um valor de remogdo equivalente a 217,28 mg/g, que € o valor Q e ele
representa a quantidade de metal removido (em miligrama) pela quantidade de biomassa
fangica utilizada (em grama), portanto significa, segundo Rocha (2017), que foram removidos
217,28 miligramas de zinco para cada 1 grama de biomassa flngica.

Em se tratando do Aspergillus versicolor inativo, esse resultado foi de 370,34 mg/qg,
isto €, apresentou um valor Q bem mais elevado que o da biomassa ativa, sendo que ambos 0s
valores foram maiores quando comparados aos das outras trés espécies de fungo utilizadas.
Dessa forma, transformando em porcentagem o maior valor Q obtido (370,34 mg/g), infere-se
que a eficacia de remocdo foi equivalente a 77,9 % (ROCHA, 2017).

Esses resultados sdo importantes porque a vigente pesquisa funcionou em torno das
testagens anteriores. Entretanto, aqui os resultados referentes ao Aspergillus versicolor foram
comparados com 0s de uma nova espécie fungica, que ndo constava no trabalho anterior: o
fungo Penicilium purpurogenum. Essa estirpe foi utilizada com base no trabalho de Say,
Yilmaz e Denizli (2003). Ela mostrou-se eficaz para biorremediar mercurio, entdo surgiu a
duvida se ela também n&do poderia ser uma espécie promissora pra remediar outro metal

pesado: o zinco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar o desempenho de trés cepas para a remogao
de zinco de efluentes sintéticos, sendo elas: Aspergillus versicolor 10C 4266, previamente
estudada, Aspergillus versicolor I0C 4271 e Penicillium purpurogenum IOC 3918. Todas
obtidas através da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar as cepas de Aspergillus versicolor 10C 4266 e I0C 4271 e Penicillium
purpurogenum IOC 3918 para remocdo de zinco em efluente sintético, empregando trés
diferentes fontes de carbono: maltose (dissacarideo), galactose e xilose
(monossacarideos), separadamente;

b) Avaliar a eficicia das espécies flngicas para a remocao de Zn com a biomassa ativa e
inativa, comparativamente;

c) Confirmar a potencialidade de remocdo de Zn de Aspergillus versicolor 10C 4266
quando comparado com A. versicolor I0C 4271 e Penicillium purpurogenum 10C
3918.
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3 METODOLOGIA
3.1 Cultivo das linhagens fangicas

Para o cultivo das linhagens fangicas, foram, primeiramente, selecionadas duas cepas
de Aspergillus versicolor (IOC 4271 e 10C 4266) e uma de Penicillium purpurogenum (10C
3918). Todas as cepas empregadas nessa pesquisa foram cedidas pela Colegédo de Culturas de
Fungos Filamentosos (CCFF) da Fiocruz. Elas foram cultivadas em meio Batata-Dextrose-
Agar (BDA) da Kasvi ® em tubos inclinados, no Laboratério de Pesquisas em Biotecnologia
Ambiental (LPBA) da Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ), campus Zona Oeste.
Os tubos de vidro, contendo as espécies inoculadas separadamente, foram incubados em
estufa Nova Etica ®, durante 7 dias a uma temperatura de 30° C. Apés esse periodo, 0s
conidios de cada amostra foram suspensos em 50 mL de agua destilada estéril e a suspensdo
foi, entdo, reservada. O procedimento foi realizado dentro da cdmara de fluxo laminar e se
encontra exposto em um esquema na Figura 3 (extraida e adaptada da monografia de
ROCHA, 2017, p. 38).

Figura 3 — Esquema do cultivo de fungo e obtencédo da suspenséo de conidios.

Suspensio contendo 107 conidios/ml.

/‘

Inoculagdo da espécie fingica Raspagem dos conidios
em tubo inclinado.

N\

Incubacdo.

>

Fonte: Adaptado de ROCHA, 2017.

7 dias ap6s: Suspensdo de conidios.

Incubacdo na estufa bacteriologica a 30° C.



40

3.1.1 Preparo do meio mineral

Foi preparado um meio de cultivo mineral, seguindo o proposto pelas autoras Farias e
Lemos (2008), com pH em torno de 4,0, cuja composi¢do quimica encontra-se descrita no
Quadro 2 (extraido e adaptado da monografia de ROCHA, 2017, p. 40). A escolha é um dado
da literatura que pode ser explicado pelo que expdem Lemos et al. (2008). Eles apontaram
que o pH afeta tanto o processo de biossorcdo quanto o de bioacumulacdo, passiveis de
ocorrer dentro da biorremediacdo, visto que interfere na solubilidade do metal e na carga da
parede celular fungica. Segundo os autores, caso o pH esteja com valor igual ou acima de 5, o
Zn** pode sofrer precipitacdo. Dessa forma, ndo seria possivel a remocdo do cétion pelos
microrganismos. Entretanto, em valores de pH muito baixos a superficie do fungo fica
carregada positivamente, acarretando a repulsdo dos cétions metélicos. Além do mais,
fazendo-se uma observacdo do meio em laboratério, foi visto que esse apresentava alta
turbidez quando em pH basico ou neutro. Conforme o pH foi sendo ajustado, o meio tornava-
se mais translucido. A acidificacdo foi realizada utilizando HCl a 0,1 M e sua verificacdo foi
feita por meio de papel de pH Macherey-Nagel ®. Foram preparados trés meios diferentes,
em triplicatas, que eram diferenciados apenas quanto aos aglcares que continha neles. Esses
acucares eram: galactose Merck ®, maltose Merck ® e xilose Vetec ®. Cada litro de meio
mineral recebeu 5 g de seu agUcar especifico. Ap0s isso, 0s meios minerais preparados foram

esterilizados em autoclave Prismatec ® e reservados.

Quadro 2 — Composicdo do meio de cultivo mineral para remocdo de Zn.

Reagentes do Meio Mineral Peso/L de meio

NaCl Vetec ® 50
K>;HPO,4 Vetec ® 19
(NHz)H2PO,4 Vetec ® 19
(NH4)2SO4 Vetec ® 1g
MgSQO, . 7TH,0 Vetec ® 0,29
NaNOs; 39
ZnSQy . 7TH,0 Vetec ® 416,24 mg

Fonte: Adaptado de ROCHA, 2017.
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3.1.2 Contagem de conidios

A suspensdo preparada no item 3.1, que foi reservada, teve sua contagem feita com o
auxilio da cadmara de Neubauer HBG ®. Para que a contagem dos conidios fosse realizada,
porém, foi necessario também o uso do microscépio 6tico Bioval ®. Foi seguido o protocolo
proposto pelo site In silico (2015), usado anteriormente por Farias (2014). Constam na camara
25 pequenos quadrantes. Dessa forma, a contagem ¢é realizada apenas nos quadrantes das
pontas, tanto da primeira quanto da ultima fileira, e no que se encontra no centro, totalizando,
assim, cinco deles, como apontado na Figura 4 (extraida do site LAB TESTS GUIDE, 2020).
A partir da contagem sdo, entdo, realizados os calculos para que haja a inoculacdo dos

conidios.

Figura 4 — Esquema da utilizacdo da camara de Neubauer para a contagem de conidios.

side view

1

cover slip™ T0.1 mm] E:
moat moat

Legenda: Camara de Neubauer e os quadrantes usados para a contagem dos conidios, que sdo 0s
quadrantes marcados com um R, isto é, 0s quatro presentes nas pontas e o quadrante
central.

Fonte: LAB TESTS GUIDE, 2020.

Foram contados apenas os conidios dentro do quadrante, de acordo com 0 espaco

demarcado na camara, de acordo com a Figura 5 (extraida do sitt MEDICOINFO).
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Figura 5 — Aproximacdo dos quadriculos da camara de Neubauer e
demonstragédo do padréo utilizado para contagem.

Legenda: Estdo sendo apontados nesta figura os conidios que devem ser contados e 0s que
devem ser excluidos da contagem. Aqueles representados por pontos vermelhos sdo os que
estdo fora e ndo devem ser contados. Os conidios representados por pontos verdes se
encontram dentro dos quadriculos, portanto, sua contagem é realizada. A figura aponta
também as lentes a serem utilizadas no microscépio de acordo com suas ampliagdes.

Fonte: MEDICOINFO.

Apbs esses procedimentos, foi realizado um calculo para concluir a etapa de
contabilizacdo de conidios. A férmula utilizada faz parte do protocolo do site In silico (2015),

adaptada para incluir todos os quadrantes, e encontra-se representada pela equacdo abaixo:

¥ conidios dos 5 quadriculos x 5 x 10* x diluicdo = células/mL

Foi a partir dela que foram obtidos os resultados acerca da suspensdo de células
fangicas padronizada, 10’ conidios/mL. Sendo assim, com o resultado obtido, cerca de 2 mL
da suspensdo foram adicionados a cada erlenmeyer que continha 100 mL do meio mineral.
Logo em seguida, cada um dos erlenmeyers com a suspensdo foi colocado em shaker da
marca Nova Etica ®, a uma temperatura de 30 °C e com rotag&o igual a 150 rpm durante 5

dias ininterruptos.
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3.2 Recuperagao da biomassa dos fungos cultivados

Os erlenmeyers onde foram cultivados os conidios foram retirados do shaker, agora
contendo pellets, bem visiveis. Esses meios foram filtrados em papéis filtro qualitativos Unifil
® com a ajuda de uma bomba a vacuo Prismatec ®, um kitassato de vidro e um funil de
Blchner de porcelana. O papel de filtro utilizado foi previamente pesado dentro dos padrdes,

como sera explicado no proximo item.

3.3 Avaliacéo do peso seco dos fungos

Os papéis utilizados para a filtragdo foram previamente identificados, a fim de que
estivessem organizados, e foram levados a estufa de secagem Solab ®, na qual permaneceram
durante meia hora a 100° C. Ao sair da estufa, eles foram acondicionados em dessecador de
vidro por 15 minutos e, apés isso, foram pesados na balanca analitica Bel ®, tendo seu peso
anotado para, em seguida, serem reservados em recipiente livre de umidade. Logo em seguida
as pesagens dos papéis, 0os meios com os pellets foram filtrados, cada um no seu respectivo
papel. As amostras de efluente sintético filtradas foram devidamente armazenadas em frascos
de vidro estéreis e reservadas em geladeira Electrolux ®. Essas por¢des foram usadas somente
na etapa de determinacdo de zinco, que se encontra detalhada no proximo item. Os papéis
foram conduzidos a estufa de secagem, permanecendo la por uma hora a uma temperatura de
100° C. O proximo passo foi conduzi-los ao dessecador por 15 minutos e, posteriormente,
realizar a pesagem. A partir da etapa em que os papeéis contendo os pellets foram levados a
estufa por uma hora, esse procedimento foi repetido até que o peso desse sistema (papel filtro
+ pellets) se estabilizasse. Dessa maneira € que se chegou ao peso final, seguindo o protocolo
proposto por Farias e Lemos (2008).

Para se obter apenas o peso dos pellets, é necessario subtrair o peso do papel do peso

total do sistema, como demonstrado abaixo:

Peso seco do sistema - Peso seco do papel filtro = Peso seco da biomassa flngica
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O resultado adquirido acerca do peso seco é muito importante para se efetuar o calculo
do valor Q, que sera explicado mais a frente.

3.4 Determinacéo de zinco

As concentracdes de zinco foram realizadas dentro do proprio LPBA, utilizando-se o
fotdbmetro de bancada multipardmetro Hanna Instruments ® modelo HI83399. Para tal, foram
realizados os passos demonstrados na Figura 6 (extraida do manual da HANNA
INSTRUMENTS).

Figura 6 — Esquema da determinacdo de Zn em fotbmetro de bancada multiparametro,
modelo HI83399 da Hanna Instruments ®.

20 mL da amostra

P Transferéncia de Cubeta inserida T
Adicdo do Agitagdo 10 mL da mistura no fotémetro ;:Egéior
reagente A para a cubeta

Analise de zinco na 3 minutos e 30
amostra concluida segundos para Retorno da cubeta ao ic3 4

S 6 Adicdo do reagente B 4 amostra
(resultado em tela) a medicao Crondmetro sendo fotémetro apds agitacao

acionado para
realizacdo da medicao
Legenda: Primeiramente foram medidos 20 mL de cada uma das, separadamente, em uma proveta de vidro.
Entdo, foi despejado nessa proveta o contetdo do saché de reagente A. Ap6s homogeneizacdo, 10 mL dessa
mistura foram passados para a cubeta, que foi agitada por 15 segundos e, entdo, posta no suporte do aparelho. O
medidor foi zerado e 0,5 mL do reagente B foram adicionados & amostra presente na cubeta, que foi agitada por
30 segundos. De volta ao suporte, a leitura foi realizada dentro de trés minutos e 30 segundos.

Fonte: Manual Hanna Instruments.
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3.5 Calculo do valor Q

Com os resultados do peso seco da biomassa fungica e da determinacdo de zinco
obtidos, o valor Q pdde ser calculado. Este valor, segundo Moreira (2007), representa a
quantidade de metal removida por cada 1 grama de biomassa do microrganismo. A férmula
para seu célculo se encontra abaixo:

Q =V x (Ci-Cf)
M

Onde, Q € a quantidade de metal removida por 1 grama de biomassa fangica (mg/g), V
é o volume da amostra (L), Ci é a concentracdo inicial do metal (mg/L), Cf é a concentracdo
final do metal (mg/L) e M é a massa do peso seco da biomassa fungica utilizada (g).

3.6 Escolha da espécie fungica — biomassa ativa

As trés cepas flngicas utilizadas, com cada um dos trés acucares como fonte de
carbono e cada triplicata produzida teve seu valor Q calculado. A partir dos resultados
obtidos, foi selecionado o fungo capaz de remover maior massa de zinco utilizando a menor
massa de biomassa fingica possivel quando comparados entre eles. Além do mais, foi feita a
comparacdo do resultado entre as duas cepas de Aspergillus versicolor (IOC 4271 e 10C

4266) para constatar se ambas tiveram resultados similares ou muito dispares.
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3.7 Procedimentos com a biomassa inativa

Todos os procedimentos realizados com a biomassa ativa foram repetidos utilizando a
biomassa inativa. Com excecdo do item relativo ao preparo do meio mineral, concernente ao
cultivo das linhagens fangicas, que foi executado exatamente da mesma forma para ambos 0s
tipos de biomassa, 0s outros se deram de maneira um pouco diferente. Os procedimentos
descritos no item relativo a contagem dos conidios seguiram da mesma forma. Entretanto,
sabendo quanto da suspensdo deveria ser inoculada no efluente sintético, a suspenséo foi antes
colocada em autoclave pra que as células fungicas fossem inativadas por calor e I& ela
permaneceu por 30 minutos a 1,0 atm. Ap0s a inativacdo, a suspensdo foi inoculada. Com o0s
conidios inativos, ndo havia a necessidade de os erlenmeyers inoculados ficarem uma semana
no shaker, visto que esse € o tempo de crescimento dos fungos. Logo, eles permaneceram em
rotagdo por apenas 1 hora, a 30° C, tempo suficiente para que ocorresse o contato entre a
parede celular dos fungos e o metal presente no meio mineral, segundo o que fora proposto
por Farias (2014).

Passada uma hora, eles foram igualmente filtrados e os procedimentos envolvendo o
uso do papel filtro e a determinacdo do peso seco se deu exatamente da mesma forma que
com a biomassa ativa. A determinagdo do zinco também ocorreu da mesma maneira, bem
como o calculo do valor Q e a escolha da biomassa.

A cepa que apresentou melhor desempenho com a biomassa inativa foi entdo
selecionada. Logo, ela péde ser comparada ao fungo que havia sido eleito como o melhor
apos os testes com biomassa ativa. Dessa forma, pdde ser feita a selecdo ndo s6 do melhor
agente de remocdo, mas também da condicdo em que esse agente pode ser mais bem

aproveitado.



4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da biorremediacéo de zinco pelos pellets

A comecar pelo peso seco da biomassa, ponto muito importante porque a partir dele
pode ser calculado o valor Q, ele foi obtido apos a filtragem das triplicatas. Essa media foi
realizada para cada uma das cepas e para cada fonte de carbono empregada, tanto para o uso
da biomassa ativa quanto para o uso da biomassa inativa. Na Tabela 1 estdo apresentados os
valores obtidos a partir das medias calculadas de cada uma das cepas e suas respectivas fontes
de carbono utilizando-se a biomassa ativa. J& na Tabela 2 encontram-se os valores referentes

a0 uso da biomassa inativa.

Tabela 1 — Resultado do peso seco da biomassa ativa das trés cepas utilizadas com o emprego

das trés fontes de carbono diferentes.

Peso Seco — Biomassa Ativa

Cepa Galactose Maltose Xilose
Aspergillus 0,1963 g 0,1116 g 0,2314 ¢
versicolor 10C 4266
Aspergillus 0,2415¢ 0,2018 ¢ 0,1398 g
versicolor I0OC 4271
Penicillium 0,1368 g 0,1071 g 0,0862 g

purpurogenum 10C
3918

Fonte: Elaboracéo propria.
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Tabela 2 — Resultado do peso seco da biomassa inativa das trés cepas utilizadas com o
emprego das trés fontes de carbono diferentes.
Peso Seco — Biomassa Inativa

Cepa Galactose Maltose Xilose

Aspergillus 0,0553 g 0,0407 g 0,0578 g
versicolor 10C 4266
Aspergillus 0,0878 g 0,0449 g 0,0427 g
versicolor 10C 4271
Penicillium 0,0387 g 0,0348 g 0,0866 g
purpurogenum I0C

3918

Fonte: Elaboracéo propria.

Em questdo de observacdo, apos o periodo de incubacdo dos conidios em efluente
sintético, foi notado que, ao sairem do shaker, os fungos, ja na forma de pellets, no caso do
uso da biomassa ativa, apresentaram-se em pelotas de diferentes tamanhos, mesmo sendo 0s
fungos pertencentes a mesma cepa. A diferenca entre eles era a fonte de carbono utilizada.
Conforme elas se diferenciavam, o crescimento também se dava de forma diferente,

apontando a interferéncia do aclcar no desenvolvimento dos microrganismos.
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4.2 Avaliagéo de zinco, nas amostras biorremediadas e filtradas, por fotometria

As amostras ja filtradas que haviam sido armazenadas em geladeira foram analisadas
por fotometria. A concentracdo de zinco ap06s o tratamento de biorremediacdo foi, entéo,
determinada. Para entender o pardmetro usada para comparagdo, é valido salientar que a
concentracdo inicial de zinco no efluente sintético era equivalente a 94,6 mg/L. A partir dos
resultados obtidos através de fotometria, que se encontram na Tabela 3 para a biomassa ativa
e na Tabela 4 para a biomassa inativa, foi possivel saber o quanto de zinco havia sido
removido da amostra, como consta nas Tabelas 5 e 6 para biomassa ativa e inativa,
respectivamente. Dessa forma, foi calculada a porcentagem de remocéo de cada cepa utilizada
para melhor entendimento da eficiéncia dos fungos estudados. A Tabela 7 é a que aponta a
porcentagem de remoc¢do com o uso da biomassa ativa e a Tabela 8, com o0 uso da biomassa

inativa.

Tabela 3 — Concentracdo de zinco final nas amostras de biomassa ativa das trés cepas fungicas
e Seus respectivos meios.

Zinco Presente nas Amostras Biorremediadas pelas Cepas Ativas

Cepa ‘ Galactose ‘ Maltose Xilose
Aspergillus 2,23 mg/L 2,42 mg/L 2,46 mg/L
versicolor 10C 4266
Aspergillus 1,97 mg/L 2,59 mg/L 2,08 mg/L
versicolor 10C 4271
Penicillium 2,49 mg/L 1,13 mg/L 1,78 mg/L
purpurogenum IOC
3918

Fonte: Elaboragdo propria.
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Tabela 4 — Concentracdo de zinco restante nas amostras de biomassa inativa das trés cepas
fingicas e seus respectivos meios.
Zinco Presente nas Amostras Biorremediadas pelas Cepas Inativas

Cepa Galactose Maltose Xilose
Aspergillus 2,33 mg/L
versicolor 10C 4266
Aspergillus 2,60 mg/L 2,51 mg/L 2,34 mg/L
versicolor 10C 4271
Penicillium 2,61 mg/L 2,85 mg/L 1,54 mg/L

purpurogenum I0C
3918

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 5 — Concentracdo de zinco em mg/L remediada das amostras de biomassa ativa das
trés cepas flngicas em seus respectivos meios.

Concentracédo de Zinco Remediada pelos Fungos Ativos (Valor Inicial do metal = 94,6

mg/L)
Cepa Galactose Maltose Xilose
Aspergillus 92,37 mg/L 92,19 mg/L 92,14 mg/L
versicolor 10C 4266
Aspergillus 92,63 mg/L 92,01 mg/L 92,52 mg/L
versicolor IOC 4271
Penicillium 92,11 mg/L 93,47 mg/L 92,82 mg/L
purpurogenum I0C
3918

Fonte: Elaboragdo propria.
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Tabela 6 — Concentracéo de zinco em mg/L remediada das amostras de biomassa inativa das
trés cepas fungicas em seus respectivos meios.
Concentracdo de Zinco Remediada pelos Fungos Inativos (Valor Inicial do metal = 94,6

mg/L)

Aspergillus 92,27 mg/L
versicolor 10C 4266

Aspergillus 92,0 mg/L 92,09 mg/L 92,26 mg/L
versicolor 10C 4271

Penicillium 91,99 mg/L 91,75 mg/L 93,06 mg/L
purpurogenum 10C

3918

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 7 — Porcentagem de zinco que sofreu remediacdo empregando as amostras de
biomassa ativa das trés cepas fingicas em cada um dos seus respectivos meios.

Porcentagem de Zinco Remediada — Biomassa Ativa

Cepa ‘ Galactose ‘ Maltose Xilose
Aspergillus 97,6 % 97,4 % 97,4 %
versicolor 10C 4266
Aspergillus 97,9 % 97,3% 97,8 %
versicolor IOC 4271
Penicillium 97,4 % 98,8 % 98,1 %
purpurogenum I0C
3918

Fonte: Elaboragdo propria.
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Tabela 8 — Porcentagem de zinco que sofreu remediacdo empregando as amostras de
biomassa inativa das trés cepas flngicas em cada um dos seus respectivos meios.
Porcentagem de Zinco Remediada — Biomassa Inativa

Cepa Galactose Maltose Xilose
Aspergillus 97.5%
versicolor 10C 4266
Aspergillus 97,2 % 97,3 % 97,5 %
versicolor 10C 4271
Penicillium 97,2 % 97 % 98,4 %

purpurogenum I0C
3918

Fonte: Elaboracéo propria.

As informacGes dadas até aqui sdo promissoras, mas ainda nao definem as melhores

cepas. Para isso, é necessario expor os resultados referentes ao calculo do valor Q.

4.3 Resultado do valor Q e escolha da cepa com maior potencial de remocéo de zinco

Seguindo a férmula para o calculo do valor Q demonstrada, os resultados alcangcados
se encontram expostos a seguir nas Tabelas 9 e 10, cujas biomassas séo referentes ao uso nas

formas ativa e inativa, respectivamente.
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Tabela 9 — Resultado do Valor Q para a utilizagdo das cepas com a biomassa ativa.
Valor Q — Biomassa Ativa

Cepa ‘ Galactose ‘ Maltose Xilose
Aspergillus 47,05 mg/g 82,6 mg/g 39,82 mg/g
versicolor 10C 4266
Aspergillus 38,36 mg/g 45,59 mg/g 66,18 mg/g
versicolor IOC 4271
Penicillium 67,33 mg/g 87,27 mglg 107,68 mg/g
purpurogenum 10C
3918

Fonte: Elaboragdo propria.

Tabela 10 — Resultado do Valor Q para a utilizacdo das cepas com a biomassa inativa.
Valor Q — Biomassa Inativa

Cepa Galactose Maltose Xilose
Aspergillus 166,85 mg/g
versicolor 10C 4266
Aspergillus 104,78 mg/g 205,1 mg/g 216,07 mg/g
versicolor 10C 4271
Penicillium 237,7 mgl/g 263,65 mg/g 107,46 mg/g

purpurogenum 10C
3918

Fonte: Elaboracéo propria.

Logo abaixo, a titulo de comparacdo, encontram-se os graficos que demonstram a
diferenca do valor Q tanto para biomassa ativa, quanto para biomassa inativa, nas Figuras 7 e
8, consecutivamente. E a Figura 9 compara a melhor cepa ativa com a melhor cepa inativa em
funcdo do melhor desempenho, bem como o estado em que se encontra a biomassa e a

composic¢ao do meio.




Figura 7 — Gréfico do valor Q das cepas para a biomassa ativa.
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Fonte: Elaboragao propria.
Figura 8 — Grafico do valor Q das cepas para a biomassa inativa.
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Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 9 — Comparacao do melhor valor Q das biomassas ativa e inativa de P.
purpurogenum 10C 38109.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Analisando os resultados do calculo do valor Q, e de acordo com todos os dados
apresentados, é possivel inferir que o Penicillium purpurogenum apresentou melhor
desempenho para a remocdo de zinco de efluente sintético, sendo que a maior eficiéncia dessa
espécie, em termos de valor Q, que foi referente a 107,68 mg de Zn/g de biomassa fungica.
Foi observada a partir do emprego de xilose como fonte de carbono, com a utilizagdo de sua
biomassa ativa. Foi também essa mesma cepa, concernente a utilizacdo de sua biomassa
inativa, que apresentou o resultado mais promissor, 216,07 mg/g, contudo, empregando-se 0
acucar maltose. Comparando ambos os resultados, 0 mais satisfatério em relacdo a remocéo
de zinco com 0 menor uso de biomassa veio a ser o P. purpurogenum com a biomassa inativa

usando a maltose, visto que o valor Q apresentado foi de 263,65 contra 107,68 mg de Zn/g de
biomassa fingica para a biomassa ativa usando xilose.
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5 DISCUSSAO

Trabalhos anteriores comprovam que 0 excesso de zinco no meio ambiente pode ser
manejado de forma eficiente através da biorremediacdo, seja através do metabolismo
microbiolégico ou da adsorcdo por ligacdo desse metal com a parede celular do
microrganismo. De qualquer forma, diversos estudos corroboram a eficacia dessa tecnologia
para recuperagdo e protecao de corpos d’agua e de solos contaminados, preferencialmente
com baixos teores de zinco, mais especificamente quando sua concentragao estiver abaixo de
100 mg/L, pois é sabido que tratamentos convencionais, como precipitacdo, troca ibnica,
adsorcdo, complexacdo e oxidacao/reducdo, ndo sao efetivos quando a contaminagdo conta
com baixa concentracdo de qualquer que seja o metal (LEMOS et al., 2008).

O Aspergillus versicolor ja tinha sido empregado por Rocha (2017) e por Farias e
Lemos (2008) para remog&o de zinco. Quanto ao Penicillium purpurogenum, ele ja tinha sido
utilizado por Say, Yilmaz e Denizli (2003) e por Torres (2022) para remocdo de mercario.
Microrganismos pertencentes ao reino Fungi foram empregados na presente pesquisa por se
ter conhecimento de que eles apresentam grande vantagem para 0 uso em biorremediagé&o,
visto que eles séo biodegradadores naturais. Isto posto, era de se esperar que confirmassem
sua habilidade biorremediadora. Por fim, as metodologias empregadas aqui foram retiradas de
trabalhos como o de Farias e Lemos (2008), Lemos et al. (2008) e Farias (2014).
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Ao longo de vérias pesquisas, independentes umas das outras, 0 uso da biomassa
inativa vem sendo apontado como a forma mais promissora de se trabalhar com células de
fungos filamentosos, visto que se apresenta como sendo mais vantajosa em termos pratico e
de viabilidade econémica, para Andreazza et al. (2013). Além do mais, até o presente
momento, acredita-se que ela ndo fornece riscos de contaminacgdo bioldgica ao meio no qual
se realiza a biorremediacdo. Dessa forma, torna-se mais facil a realizacdo da biorremediagéo
in situ, caso seja essa a melhor escolha, o que ird depender de cada situacdo. Além do mais,
nessa condicdo, a biomassa permite a realizacdo de experimentos para a investigacdo da
possibilidade de se dessorver o metal da parede celular fingica. No caso de haver essa
possibilidade, segundo Murano et al. (2015), torna-se viavel o reaproveitamento da célula
microbiana, que podera realizar mais alguns ciclos de adsor¢cdo do metal, sem haver a
necessidade de cultiva-las novamente apos cada ciclo, além da possibilidade de reaproveitar o
metal adsorvido. A reutilizacdo do zinco é um ponto benéfico tanto para 0 meio ambiente
quanto para a saude da populagdo, ademais, o metal poderia ser empregado mais de uma vez

em processos produtivos.
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Quanto aos resultados alcangados com os experimentos dessa pesquisa, 0 Aspergillus
versicolor, apesar de ter tido resultado menor que o do Penicillium purpurogenum,
apresentou, comparativamente, pouca diferenca em termos de biomassa inativa, sendo de 87%
para A. versicolor 10C 4266 e 82% para A. versicolor 10C 4271, em comparagdo ao P.
purpurogenum. A discrepancia entre os resultados das trés cepas esta atrelada ao emprego das
diferentes fontes de carbono utilizadas, como pode ser observado no grafico da Figura 8. O
mesmo pode-se inferir a respeito do grafico da Figura 7, que mostra o resultado das biomassas
ativas dos fungos empregados. O emprego das cepas resultou das biomassas ativas dos fungos
empregados. O emprego das cepas resultou em 77% para A. versicolor 10C 4266 e 61% para
A. versicolor 10C 4271, quando comparadas ao desempenho de P. purpurogenum. No
entanto, no que tange a observacao do grafico da Figura 9, que representa as biomassas ativa e
inativa do proprio P. purpurogenum, resultou ser 2,54 vezes superior para a biomassa inativa
em relacdo a biomassa ativa. Entdo, pode-se depreender que a biomassa inativa foi
confirmada como sendo a melhor forma de uso para qualquer uma das cepas flngicas
empregadas. Analisando os resultados obtidos, ambas as espécies, bem como ambas as cepas
de A. versicolor mostram-se muito eficazes para fazer a biossor¢do de zinco. Com
desempenhos bastante notorios. Desta forma, poderiam as trés cepas ser testadas em efluentes
reais utilizando amostras de diversos pontos estratégicos dentro da baia de Sepetiba ou de
qualquer outra amostra contaminada com Zn. O valor Q mostrou-se maior quando realizado o
uso da biomassa inativa, 0 que se acredita ser uma consequéncia da adsorcdo do Zn através
das paredes celulares, pois provavelmente essa pratica ocorre em escala bem maior do que a
tentativa de metabolizacdo do metal por qualquer uma das estirpes.

Levando em consideracdo resultados ja expostos no Quadro 1, que se encontra no
topico relativo a biorremediacdo, presente na revisdo bibliografica, o valor Q das cepas
utilizadas na presente pesquisa € bem mais elevado que o de outros materiais bioldgicos
testados na literatura, como, por exemplo a lignina, estudada por Srivastava, Singh e Sharma
(1994), que apresenta um valor Q equivalente a 73,2 mg/g, e a macroalga marinha verde seca,
objeto de estudo de Ajjabi e Chouba (2009), com valor Q de 128,8 mg/g. Ficando atras
apenas dos residuos de mandioca estudados por Horsfall e Abia (2003), que apresentaram
valor Q de 559,74 mg/g. Porém, esses residuos foram previamente tratados com acido
tioglicolico e é&cido nitrico. Os fungos filamentosos da presente pesquisa ndo foram

submetidos a qualquer tipo de tratamento.



59

CONCLUSAO

Com os experimentos realizados, foi possivel avaliar qual dos fungos desempenhou a
funcdo de melhor agente de remocdo de zinco, utilizando efluentes sintéticos. Apds tais
procedimentos, o resultado apontou que o fungo da espécie Penicillium purupurogenum foi o
mais eficiente para a funcdo determinada, concluindo assim o objetivo geral da pesquisa que
era a comparacdo entre o seu desempenho com o de duas diferentes cepas do Aspergillus
versicolor.

Além disso, foram testadas todas as estirpes empregando-se diferentes fontes de
carbono. Essas fontes foram os acglcares: maltose, galactose e xilose. Cada um foi testado
separadamente. A comparacdo de desempenho entre os agucares empregados ndo pdde ser
conclusiva, pois, com a biomassa ativa, a xilose influenciou positivamente nos resultados do
P. purupurogenum IOC 3918 e do A. versicolor IOC 4271, em termos de valor Q. Ja 0 A.
versicolor 10C 4266 sofreu influéncia positiva da maltose. Em se tratando da biomassa
inativa, a xilose apresentou melhor desempenho apenas com o A. versicolor IOC 4271 e a
maltose foi a que interferiu de maneira benéfica nos resultados do A. versicolor I0C 4266 e
do P. purupurogenum IOC 3918. A eficacia também foi testada para o uso da biomassa ativa
e da biomassa inativa. Logo, apds os experimentos, foram obtidos como resultado os
seguintes fatos: a biomassa inativa mostrou-se mais eficiente, em termos de remocdo, além de
ser necessaria uma quantidade menor de massa em gramas para a remediacdo do zinco, visto
que, dessa forma, ela se da através de adsorcdo pela parede celular. Portanto, o resultado
alcancado com biomassa inativa por P. purupurogenum IOC 3918, (valor Q) foi equivalente a
263,65 mg de Zn/g de usando maltose, contra 216,07 mg de Zn/g de biomassa do A.
versicolor 10C 4271, usando xilose como fonte de carbono e o valor de 228,11 mg de Zn/g de
biomassa do A. versicolor 10C 4266, usando também maltose. O resultado supracitado
indicou o P. purupurogenum como o fungo de melhor desempenho, no que se refere ao valor

Q, em comparacao ao outro género estudado empregando biomassa inativa.
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PROPOSTAS FUTURAS

E de suma importancia analisar os resultados obtidos quanto & porcentagem de zinco
removida por cada cepa. Comparativamente, em termos de biomassa ativa, a cepa de A.
versicolor 10C 4266 removeu uma média de 97,6% enquanto a cepa de A. versicolor 10C
4271 removeu em média 97,9%, ambas utilizando a galactose como fonte de carbono. Ja o P.
purupurogenum removeu uma meédia de 98,8% de zinco das amostras, fazendo uso da maltose
como fonte de carbono. No que se refere & biomassa inativa, em termos de porcentagem, as
trés cepas desempenharam melhores resultados na presenca de xilose, que ndo foi usada como
fonte de carbono, visto que ndo ha atividade metabdlica quando se utiliza a biomassa inativa.
Embora ainda ndo seja sabido o motivo, pois nao foi possivel realizar uma analise da parede
celular e fazer o acompanhamento da atividade de biossor¢do sob as lentes de um microscopio
de varredura, as cepas de A. versicolor 10C 4266 e P. purupurogenum IOC 3918
apresentaram, ambas, 98,4% de remocdo de zinco, enquanto o A. versicolor I0C 4271
removeu 97,5 % do zinco. Logo, é importante que sejam realizadas, no futuro, observacgdes
quanto a interferéncia dos acucares no desempenho da biomassa inativa das espécies
abordadas.

Por outro lado, o maior desafio tem sido o de realizar a dessor¢do do metal para
viabilizar a sua reutilizacdo, incluindo o reuso da biomassa fangica. Essas reutilizacbes séo
necessarias para uma maior reducdo dos custos desse processo. Tendo custos baixos e
resultados favoraveis, torna-se mais facil conseguir a aderéncia de empresas para 0 uso dessa
técnica, além do investimento do proprio governo, o que ira possibilitar a promocdo da
qualidade de vida, bem como a limpeza dos ambientes, ndo s6 no nivel macro, mas também
micro. Esse Gltimo ponto ainda traz como vantagem uma possivel prevencao quanto a futuros
gastos com salde pubica ou até com outras consequéncias que poderdo demandar tratamentos
mais caros, mas das quais ainda ndo se obtém conhecimento sobre. Consequéncias essas que
poderdo ter grandes chances de serem advindas desse impacto no meio ambiente, que SO
apresenta sinais graves a saude ap6s longo prazo.

Portanto, ficam como sugestdes para experimentos futuros:

a) Avaliacéo da dessorcao do zinco;
b) Auvaliacdo quanto a possibilidade de reuso da biomassa flngica;
c) Auvaliagdo da influéncia dos acUcares na utilizagdo da biomassa fingica

inativa;



d)

9)
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Comparacao entre métodos usuais e 0 método de biorremediacéo para que
se tenham resultados mais concretos e atuais;

Avaliacéo da capacidade de carga da biomassa;

Avaliacéo de isotermas de adsorc¢éo;

Célculo de gastos para atrair empresas adeptas ao uso da técnica de

biorremediac&o utilizando biomassa fungica inativada.
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