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RESUMO: A poluicdo com elementos-traco (metais pesados) tem se tornado um sério problema em muitos paises do
mundo. A concentracdo desses elementos nos efluentes agroindustriais frequentemente excede os valores permitidos
pela legislacdo ambiental. O uso das propriedades microbianas de biossorcéo e bioacumulacdo de metais tem se tornado
uma alternativa aos métodos convencionais de tratamento. Isto porque o tratamento de efluentes contaminados com
elementos-traco por microrganismos é extremamente eficaz e economicamente vidvel na remocao destes elementos,
principalmente quando estes estdo em baixas concentrag¢des. O uso de fungos isolados de ambientes contaminados na
remocao desses elementos tem despertado muito interesse na area de biotecnologia, uma vez que, provavelmente, eles
possuem estratégias que permitem que tolerem e removam estes elementos do ambiente. Este trabalho foi realizado com
0 objetivo de comparar a remocdo dos elementos Cu, Mn e Zn, presentes na agua residuaria do café, pelos fungos
Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de ambientes utilizando biofiltros aerdbios. Houve grande
remocdo de todos os elementos pelos fungos estudados, principalmente pelo fungo Penicillium citrinum. Estes
resultados indicam que o uso desta espécie fingica é uma alternativa promissora aos métodos de tratamento
convencionais de efluentes contaminados.
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REMOVAL OF TRACE ELEMENTS IN COFFEE WASTEWATER FOR ASPERGILLUS
BRASILIENSIS AND PENICILLIUM CITRINUM IN BIOFILTERS

ABSTRACT: The pollution with trace elements has become a serious problem in many countries around the world.
The trace elements contents in various wastewater often exceed the allowable limits. The use of microbial properties of
biosorption and bioaccumulation, has become an alternative to conventional methods of contaminated wastewater
treatment with trace elements, since it is an effective method for low concentrations of these elements, and
economically feasible. The use of fungi isolated from contaminated environments in the removal of these elements has
attracted much interest in biotechnology, because if they can survive in such situations are likely to have strategies that
allow it tolerate, and possibly, remove those environmental factors. The aim of this study was to compare the removal
of elements Cu, Mn and Zn, present in coffee wastewater by fungi, Aspergillus brasiliensis and Penicillium citrinum
isolated from environments contaminated by trace elements in flasks and using aerobic biofilters. There was a large
removal of all elements by all fungi studied, but Penicillium citrinum presented the best results. These results indicate
that the use of this fungus specie is a promising alternative to the conventional treatment methods of polluted
wastewaters.
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INTRODUCAO

O crescimento populacional, aliado ao desenvolvimento de atividades agropecuarias e industriais, tem
produzido diversos efeitos negativos sobre o ambiente. A cafeicultura ndo foge a essa regra devido a geracéo de grandes
volumes de agua (ARC) durante o processamento via imida.

Dentre os diversos compostos presentes na ARC estdo os residuos provenientes de agrotéxicos e fertilizantes.
Estes produtos contém, em sua composicdo, varias combinacfes de elementos-traco (também denominados metais
pesados) que, se liberado nos mananciais sem o tratamento adequado, podem acarretar em muitos prejuizos ao ambiente
por serem extremamente téxicos para uma grande variedade de organismos. Isso se deve ao fato desses elementos ndo
possuirem carater de biodegradacdo e serem bioacumulaveis, podendo, assim, ser transferidos ao longo da cadeia trofica
e comprometer a salde humana.
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Existem uma série de tratamentos convencionais que visam a remo¢ado de elementos traco de aguas residuarias
como a precipitacdo quimica, osmose reversa, oxidacdo ou reducdo, troca ibnica, filtracdo, adsor¢do utilizando carvao
ativado e tratamento eletroquimico. Entretanto estes métodos ndo sdo eficientes para remogdo de elementos-trago
quando estdo presentes em baixas concentra¢fes, como sdo encontrados na ARC.

Entre os métodos de tratamento alternativos estudados, um dos mais promissores é a utilizacdo das
propriedades de bioacumulagdo e biossorgdo de micro-organismos a estes elementos. Os elementos-trago podem ficar
aderidos na superficie da parede celular de tais microrganismos (biossorc¢ao) ou, entdo, se bioacumularem em organelas
ou se ligarem a proteinas de seu interior celular.

Dentre 0s micro-organismos estudados destaca-se 0 potencial de fungos filamentosos na remocdo de
elementos-traco do ambiente, pois tais microrganismos apresentam maior resisténcia a elementos-trago toxicos, sdo
mais versateis em relacdo a amplitude de substratos que podem usar, e em comparacdo com leveduras e bactérias, sdo
menos sensiveis a variagdes de nutrientes, aeracdo, temperatura e pH.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de comparar a remogdo dos elementos cobre (Cu), manganés (Mn) e
zinco (Zn) presentes na agua residuaria do café, pelos fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de
ambientes contaminados, utilizando biofiltros aerdbios, visando a otimizacdo dos processos de tratamento de aguas
residudrias contaminadas com estes elementos.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dos isolados e multiplicacdo dos indculos
Foram utilizadas as espécies fungicas Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum, ambas isoladas de solos
da cidade de Trés Marias, MG, contaminados por rejeitos de uma industria de processamento de Zn.

Coleta de amostra de dgua residuaria do café (ARC): qualificagédo e quantificagdo de elementos-traco

Foi coletada uma amostra (200 mL) da agua proveniente da lavagem dos frutos do café (ARC), do Centro de
Processamento do Café (CEP-café), localizado na UFLA, para a avaliagdo dos elementos-traco presentes por
espectrofotdbmetro de absorcdo atdmica. Foi feita a avaliacdo da presenca dos seguintes elementos-traco descritos na
literatura por Gongalves (2006), como presentes nas ARC: cobre (Cu), manganés (Mn) e zinco (Zn).

Teste de remocao de elementos-traco em biofiltros aerébios

Biofiltros

Foram utilizados biofiltros de vidro (reatores de bancada em batelada), previamente desinfetados com uma
solucdo de formaldeido a 10%, com 20 mm de espessura, prismaticos, com 65 c¢cm de altura e 15 cm de lado e
capacidade de 14,6 litros, previamente construidos por Silva (2008). Ao longo da altura dos reatores, foram instaladas
quatro torneiras, para permitir a amostragem do efluente para as analises de quantificacdo dos elementos-traco. O
biofiltro foi continuamente oxigenado com o auxilio de uma bomba de ar aquatica BOYU modelo U-3600, com vazdo
de 4,0 L min™.

Inoculacdo dos fungos isolados de regido contaminada em material suporte e ativacdo dos biofiltros

O meio suporte conduite foi escolhido, pois, apds a realizacdo de testes com este material, por Silva (2008),
concluiu-se que este tem baixo custo, pode ser reaproveitado varias vezes apds sucessivos testes em biofiltros, além de
ndo alterar o pH nem a turbidez da solucdo em que esta inserido.

Os isolados fangicos de regido contaminada por elementos-trago foram repicados em placas contendo o meio
agar malte (MA) e incubados, por 20 dias, a 25°C. Apos esse periodo, foram adicionados 20 mL de agua destilada
estéril na superficie das mesmas, e feita uma raspagem da biomassa desenvolvida na superficie, para a desagregacao dos
esporos. Os esporos presentes na suspensdo foram contados em camara de Neubauer e a concentracdo ajustada para,
aproximadamente, 5x10° esporos mL™.

A suspenséo de esporos (20 mL) foi inoculada em frascos contendo 250 mL de meio MA ainda fundido (40°C),
homogeneizada e transferida para bandejas contendo o suporte para o crescimento flngico. O suporte consiste de tubos
corrugados (1,5 cm de didmetro/2 cm comprimento — 8 L de conduite por biofiltro), previamente esterilizados em
autoclave, a 121°C, por 15 minutos. As bandejas foram encobertas por plastico filme e incubadas, a 25°C, por vinte
dias, para que os fungos crecessem e colonizassem a superficie e interior do conduite.

Ap0s esse periodo, o material suporte contendo a biomassa flngica aderida foi transferido para o biofiltro e,
em seguida, adicionados dez litros de uma solugdo sintética contendo agua destilada, acrescida de sulfato de cobre,
sulfato de manganés e sulfato de zinco, simultaneamente, a uma concentracdo de 5 mg/L de Cu, Mn e Zn. O pH da
solucdo foi alterado para pH6,0, pois este pH é descrito por alguns autores (SAY et al., 2001) como ideal para a
remocdo de alguns dos elementos testados.

O biofiltro foi ativado, 20 mL de cada torneira foram retirados, inicialmente de 12 em 12 horas e, apés dois
dias, diariamente por um periodo de cinco dias. A concentragdo dos elementos-traco presentes nas amostras foi avaliada
por espectrofotometria de absorcéo atdmica.

Foi feita a analise estatistica dos dados obtidos referentes a remocao dos elementos-traco por estes dois fungos
utilizados utilizando o software SISVAR. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
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fatorial, com 2 fatores: tempo (12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas) e fungo em cada elemento-trago, com um total de 4
repeticdes por tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacéo dos elementos-traco presentes na ARC

Na Tabela 11 s&o apresentados os resultados das concentra¢des dos elementos-trago Cu, Mn e Zn presentes na
ARC obtida do CEP-Café, na UFLA.

Tabela 11: Resultado das concentracfes dos metais Cu, Mn e Zn presentes na agua residuaria do café obtida do CEP-
Café (UFLA).

Elementostraco ~ Concentracdo obtida por COPAM CONAMA
presente na ARC espectrofotometria de
absorcdo atbmica
Cobre <1 mg/L 0,5 mg/L 1 mg/L
Manganés <0,5 mg/L 1 mg/L 1 mg/L
Zinco 0,36 mg/L 5,0 mg/L 5,0 mg/L

As concentracdes obtidas na amostra de dgua proveniente da lavagem do café do CEPE-Café estdo abaixo da
concentracdo permitida pelo COPAM e CONAMA. Entratanto, nos estudos realizados por Vasco (1999) e Gongalves
(2006), referentes a presenca de elementos traco na ARC, as concentracdes destes elementos-traco estavam muito acima
do permitido por estes 6rgdos fiscalizadores. Foram encontradas as seguintes concentrages por estes autores: 5 mg/I
Cu, 4 mg/L Zn (Vasco, 1999) 1,27 mg/L Cu, 1,33 mg/L Mn e 0,66 mg/L de Zn (Goncalves, 2006).

Teste de remocéo de elementos-traco em biofiltros aerébios

Nas Tabelas 26 a 29 sdo apresentados os resultados do pH e concentragdo residual de elementos-traco apds
cultivo com os fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regiGes contaminadas, em bifiltros
aerobios, apds sete dias de ativacao.

Tabela 26: Média do pH em biofiltros utilizando conduites como meio suporte para o crescimento de Aspergillus
brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regido contaminada por estes elementos.
VII Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil

Ph Oh _6h  12h  24h  48h  72h  96h  120n
BIOFILTROA ¢ 55 50 59 66 69 71 70
P. citrinum
BIOFILTROB ¢ 545 35 37 31 31 31 32
A. brasiliensis

Biofiltro A: Fungo Penicillium citrinum inoculado em conduites e solugdo sintética contendo 5 mg/L dos elementos-
trago Cu, Mn e Zn, em pH inicial 6.

Biofiltro B: Fungo Aspergillus brasiliensis inoculado em conduites, com solucdo sintética contendo 5 mg/L dos
elementos-traco Cu, Mn e Zn, e pH inicial 6.

Pode-se observar, apds a analise dos dados da Tabela 26, que o pH do biofiltro inoculado com Penicillium
citrinum (biofiltro A) apresentou uma queda de um ponto (5) em relacdo ao inicial (6), até 24 horas de ativacdo, seguido
de um aumento para pH 7 com 120 horas de ativagdo. Com relacdo ao biofiltro B (inoculado com Aspergillus
brasiliensis), foi observada uma queda de trés pontos em relagdo ao inicial (pH 6 para pH 3), apds 6 horas de ativacao e
manutencéo deste valor de pH ap6s 120 horas de ativagao.

A diminuicdo do pH observada no experimento realizado com o fungo A. brasiliensis deve ter ocorrido devido
a producdo de acidos por esse fungo, pois, segundo Varga et al. (2007), € muito proxima a espécie Aspergillus niger,
que é produtora de acido glucdnico e citrico.

Mulligan, Galvez-Cloutier e Renaud (1999) observaram que, ap6s dez dias de incuba¢do com o fungo A.
Niger, o pH reduziu a 3, provavelmente pela producdo de acido que auxilia na remocao de elementos-traco do ambiente.
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Tabela 27: Média da concentracdo do elemento-trago Cu em biofiltro utilizando tubo corrugado como meio suporte para
Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regido contaminada por estes elementos.

Cu On _ 6h __12h 24n __48h __72h __96h _ 120h
BIOFILTROA 50y 4564 4343 3462 3093 6130 6,251 4,564
P. citrinum

BIOFILTRO B

A 5000 4626 4,383 3468 3,102 6,170 6,237 4,626
A. brasiliensis

Tabela 28: Média da concentracdo do elemento-traco Mn em biofiltro utilizando tubo corrugado como meio suporte
para Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regido contaminada por estes elementos.

Mn Oh 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h
BIOFILTRO

A 5000 2,686 2526 2,466 2,354 2,360 2,278 2,686
P. citrinum
BIOFILTRO

B 5000 3,106 3,116 3,143 3,112 3,153 3,057 3,106
A. brasiliensis

Tabela 29: Média da concentracdo do elemento-traco Zn em biofiltro utilizando tubo corrugado como meio suporte para
Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regido contaminada por estes elementos.

Zn Oh 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h
BIOFILTRO

A 5000 3,315 2,749 2,436 2,388 2,250 2,428 3,315
P. citrinum
BIOFILTRO

B 5000 3,585 3528 3,738 3,680 3,178 3,478 3,585
A.brasiliensis

Foi feita a andlise de variancia para variavel resposta remocdo de cobre por Aspergillus brasiliensis e Penicillium
citrinum isolados de regido contaminada . O teste F, a 5% de significancia, foi significativo para a interacdo dupla fungo
X tempo. Logo, se procedeu ao desdobramento do fator fungo dentro dos niveis de tempo (Tabela 31).

Tabela 31: Teste de médias para o desdobramento do fator fungo dentro dos niveis de tempo (12 a 120 horas) para o
elemento cobre.

Tempo 12h 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
P. citrinum 558 a 519 A 469 a 442 a 347 a 311 a
A. brasiliensis 621 b 622 B 620 b 616 b 6,12 b 6,06 b

Letras seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia

Por meio da andlise da Tabela 31, observa-se que o fungo P. citrinum foi o que apresentou os melhores
resultados na remocdo do elemento Cu, em todos os tempos avaliados.
Fez-se a andlise de variancia para varidvel resposta remocdo de manganés por ambos os fungos estudados. O teste F, a
5% de significancia, ndo foi significativo para a interacdo dupla Fungo X Tempo. Logo, procedeu-se a analise
individual do fator tempo e do fator fungo (Tabela 33). Ambos foram significativos, pelo teste F, a 5% de significancia.

Tabela 33: Teste de médias para o fator fungo, para o elemento manganés.

P. citrinum 187 a
A. brasiliensis 245 b

Letras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significAncia

Pela andlise da Tabela 33, constata-se que o fungo P. citrinum apresentou os melhores resultados na remogéo
do elemento-trago manganés.

Também foi feita a anélise de variancia para variavel resposta remocdo de zinco por ambos os fungos
estudados. O teste F, a 5% de significancia, ndo foi significativo para a interacdo dupla fungo X tempo. Logo, procedeu-
se a analise individual do fator tempo e do fator fungo (Tabela 35). Ambos foram significativos, pelo teste F, a 5% de
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significancia.

Tabela 36: Teste de médias para o fator fungo, para o elemento zinco.

P. citrinum 259 a
A. brasiliensis 353 b

Letras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia

Pela andlise da Tabela 36, observa-se que o fungo P. citrinum apresentou os melhores resultados na remog&o do
elemento-traco zinco.

Pode-se concluir que, durante todo o experimento, o fungo Penicillium citrinum removeu com
maior eficiéncia a maioria dos elemento-traco estudados, quando comparado ao fungo Aspergillus brasiliensis.
Provavelmente, os elementos-traco estudados séo sensiveis a variacdo de pH como a que ocorreu no biofiltro inoculado
com o fungo Aspergillus brasiliensis.

O mesmo fendmeno foi observado por Leitdo (2009), na captacdo de Zn *? por P. digitatum. Neste estudo, a
remocdo de Zn mostrou-se altamente sensivel a variagdes no pH, sendo inibida em pH abaixo de 3. Em outro estudo,
avaliou-se a biossorcao de Cu*? por Penicillium cyclopium. A remocao foi considerada fortemente dependente do pH, da
quantidade de biomassa e da concentracdo de ions Cu nas solugdes. O processo de biossor¢do foi rapido e, nos
primeiros cinco minutos, até 75% do total de ions Cu foram depositados na superficie do fungo em estudo (IANIS;
TSEKOVA; VASILEVA, 2006).

Say et al. (2001) estudaram o efeito do pH na biossorcdo de Cd, Pb e Cu por Phanerochaete chryosporium.
Segundo estes autores, o pH do meio afeta a solubilidade dos metais e o estado de ionizacdo dos grupos funcionais
(carboxilato, fosfato e grupamento amino) presentes na parede celular flngica. Os grupos carboxilatos e fosfatos
possuem carga negativa que permitem que estes componentes sejam importantes sitios de ligacdo de cations. Assim, em
pH préximo a 6, estes pesquisadores obtiveram maior adsorcéo destes elementos em estudo ao fungo. Foi encontrada
uma remocao de 13,24 mg de Cd, 45,25 mg de Pd e 10,72 mg de Cu, por grama de biomassa seca.

CONCLUSOES

Ambas as espécies estudadas apresentaram alta capacidade de remocéo dos elementos-traco em estudo (Cu,
Mn e Zn), entretanto Penicillium citrinum apresentou maior capacidade de remocdo em relagdo a Aspergillus
brasiliensis. Assim, estes resultados indicam que este fungo é um potente candidato para o tratamento de efluentes agro-
industriais que possuem baixas concentracdes de elementos-trago, como é o caso da agua residuaria do café.
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