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RESUMO

Compostos cianidricos estdo presentes, nas mais diferentes concentracdes, em
diversos tipos de aguas residuarias, como as geradas pelas industrias siderurgicas,
de galvanoplastia e de extragdo e recuperagao do ouro. A busca por processos
bioldgicos para tratamento de efluentes industriais com alta carga téxica, como é o
caso do cianeto, torna-se cada vez mais evidente nas linhas de pesquisas. E os
fungos sdo uma forte aposta para compor o processo bioldgico, pois os mesmos
possuem maior robustez para crescerem e se adaptar em meios que recebem
cargas de compostos toxicos, e através da secregao de enzimas podem tolerar ou
assimilar a presenga desses compostos. Em vista disso, o presente trabalho propés
a otimizacao do crescimento do Aspergillus niger na presenga de cianeto. Através do
planejamento fatorial, o pH e a concentragcdo de cianeto foram avaliados em
diferentes niveis, com o objetivo de otimizar o crescimento de A. niger. Os resultados
dos experimentos permitiram inferir que o pH e a concentracdo de cianeto
influenciaram de maneira significativa a producdo de biomassa, sendo a mesma
otimizada quando os niveis maximos de ambos os fatores sao utilizados. A interagéao
entre estes fatores ndo se mostrou significativa. Ja a metodologia para dosagem de
cianeto ndo foi validada, logo os resultados que avaliaram a remog&o do ion no meio
de cultivo foram inconclusivos. Enfim, Aspergillus niger apresentou boa adaptagao
em meio contendo cianeto e, dessa forma, os resultados indicam a possibilidade de

utilizar este micro-organismo nos processos de biodegradagao deste contaminante.

Palavras chave: Cianeto, Aspergillus niger, otimizagao, biodegradacao.
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1. INTRODUGAO

Embora a industrializacdo tenha trazido grandes avangos para a sociedade,
cresceu-se 0 numero € a magnitude de impactos ambientais devido ao descarte
inadequado dos efluentes gerados (DUTRA et al., 2002). Assim, a demanda por
tratamentos que reduzam a concentracdo dos contaminantes presentes nos
efluentes industriais tem crescido e também as restricbes legais em relagdo aos
limites para langcamentos de efluentes. Estes fatores fazem com que as fontes
geradoras busquem tecnologias de tratamento dos rejeitos que sejam mais
adequadas, para atingirem os niveis de descarte exigidos pela legislagdo, e que
sejam economicamente viaveis ao seu processo (RITCEY, 2005).

Cada atividade produtiva demanda diferentes matérias-primas e reagentes, e é
notavel que estes caracterizardo o efluente final gerado pelos diferentes tipos de
industrias. Por exemplo, o processo siderurgico que utiliza o carvdo mineral como
combustivel nos altos-fornos, produz efluentes gasosos que contém além dos finos
de carvao, uma série de produtos oriundos da queima deste carvao, dentre eles o
cianeto. A lavagem desses gases evita que esses compostos toxicos cheguem a
atmosfera, no entanto, geram efluentes liquidos contaminantes dos cursos d’agua
(SANTQOS, 2010).

O cianeto presente em aguas residuarias é potencialmente toxico e o limite
aceitavel para descarte no curso d’agua é minimo. E diferentes 6rgaos ambientais
estabelecem as normativas definindo os valores maximos toleraveis deste composto
quimico nos corpos receptores. Como € o caso do CONAMA, que é o 6rgéo
consultivo e deliberativo do Meio Ambiente de extenséo federal, o FEEMA é o 6rgéo
de controle ambiental do Estado do Rio de Janeiro e CETESB que é a Companhia
Ambiental, vinculada ao estado de Sao Paulo. No entanto, observa-se que a
concentragdo e a faixa de pH estabelecidos s&o iguais para todos os 6rgaos, sendo
0,2 mg dm3 para a concentragéo de cianeto e a faixa de pH entre 5 a 9 (DUTRA et
al., 2002).

A literatura fornece diversas opcdes para o tratamento de efluentes que contém

cianeto, como precipitagdo, complexagcdo, adsor¢do e oxidagdo (SCHNEIDER,



2009). No entanto, estes métodos apresentam inconvenientes como o alto consumo
de produtos quimicos, formagao de intermediarios toxicos e custo elevado (TIONG et
al., 2013).

Por esse motivo, os processos biologicos tém se mostrado atrativos, uma vez
que ja sao descritos micro-organismos que toleram a presenga de compostos
téxicos e que dispdem de varios mecanismos para utilizar as mais diversas fontes de
carbono e energia para o seu crescimento, como é o caso do fungo Aspergillus niger
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2010). A utilizagao de um agente biolégico no tratamento
de efluente € uma proposta atraente do ponto de vista econémico, uma vez que
requer equipamentos simples e de facil controle operacional, economia de reagentes
e capacidade de tratamento de efluentes com alta concentracdo de substancias
organicas (GRANATO, 1995; DASH et al., 2009).

Assim, o presente trabalho busca a otimizacdo da remogdo bioldgica de
cianeto, utilizando Aspergillus niger. Tem-se como proposito fornecer subsidios para
o0 desenvolvimento de tecnologia de biodegradagédo de cianeto presente nos
efluentes liquidos gerados pelas industrias siderurgicas. Para avaliar as melhores
condigdes de crescimento desse fungo foi utilizado planejamento fatorial 2", sendo n

0 numero de variaveis analisadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

Com a finalidade de se obter definicdbes adequadas dos assuntos e métodos
utilizados, este capitulo apresenta uma breve revisdo da literatura relacionada ao
conceito de geracao do cianeto nas etapas de produgéo na siderurgia, toxicidade do
ion CN-, algumas aplicag6es bioldgicas, a bioquimica dos micro-organismos frente a
esse ion e a ferramenta estatistica conhecida como planejamento fatorial utilizada

no processo de otimizagao proposto neste trabalho.

2.1 Geracgao do cianeto pelas industrias siderurgicas

Os cianetos sdo compostos quimicos que contém o grupo ciano (CN), como
parte da sua estrutura molecular, sendo altamente reativo. Os compostos de cianeto
de maior acesso no meio ambiente sdo o cianeto de hidrogénio, cianeto de sddio e
cianeto de potassio. Algumas plantas produzem naturalmente alguns compostos a
base de cianeto conhecidos como glicosideos cianogénios. Quando s&o hidrolisados
ou digeridos, formam cianeto de hidrogénio. Os cianetos formam complexos fortes
com varios metais e € empregado em grandes concentragdes em alguns processos
industriais (CETESB, 2014).

Embora o cianeto seja um reagente altamente requerido e essencial no
processo de lixiviagdo de metais preciosos como o ouro € no acabamento superficial
de alguns metais como a prata (ANDRADE e MARTINS, 2005) na industria
siderurgica este composto € gerado como subproduto de forma indesejavel e
potencialmente agressiva. O cianeto de hidrogénio é produzido durante a queima de
materiais contendo carbono, nitrogénio, hidrogénio e metais alcalinos. As areas da
industria siderurgica mais propensas a liberar compostos cianidricos sdo a coqueria
e o alto-forno (PELETIN, 2008).

O processo de coqueificagdo consiste na mistura de carvbées a uma alta
temperatura, proxima de 1.100°C, numa camara sem circulagdo de ar dotada de
uma abertura superior por onde saem as matérias volateis, estas sao recolhidas

para tratamento e para aproveitamento de substancias com valor agregado. Desta
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forma, a coqueificagdo consiste em submeter uma mistura de carvbées de
caracteristicas adequadas a uma destilagdo na auséncia do ar. O residuo sdlido,
poroso, infusivel e basicamente constituido de carbono, resultante deste processo é
o coque (MACHADO, 2006).

Ja o alto forno é um tipo de forno de cuba empregado na produgéo de ferro
gusa, pela fusao redutora de minérios de ferro em presenca de carvao vegetal ou
coque e fundente. Estes reagentes sao carregados no topo do forno e, na descida,
sao transformados pela agao dos gases ascendentes, provenientes da combustao
do carvdo com o oxigénio soprado pelas ventaneiras. Obtém-se, dessa forma,
escoria e ferro gusa liquidos pelo cadinho, parte inferior do forno, e material
particulado e gases no topo do mesmo (MACHADO, 2006). A maioria dos cianetos
formados no alto-forno sdo os compostos CN-, HCN, KCN e NaCN (PELETIN, 2008).

Peletin (2008) mostra que existe um excesso de carbono e de nitrogénio no
alto-forno. Nota-se que abaixo de 1.000°C, n&o ha formagao de cianeto na cuba do
alto-forno. Na faixa de temperatura entre 1.000°C e 1.300°C, com um meio redutor,
onde a relagédo de carbono para o oxigénio € maior ou igual a um (C/ O = 1), s&o
formados cianetos. Enquanto em condigdes oxidativas, onde a relagdo de carbono
para o oxigénio € menor do que um (C / O <1), ndo ha praticamente nenhum
conteudo de cianeto. Em condi¢des ideais, onde a temperatura interna da fornalha
fica em torno de 1.200 a 1.300°C e a relagdo de carbono e oxigénio € maior ou igual
a dois (C / O = 2), o rendimento de acido cianidrico corresponde a mais de 80%.
Assim, cerca de 3% do hidrogénio que alimenta o alto forno esta envolvido na
formagao de HCN.

Uma vez gerados, esses compostos tornam-se presentes em meio aos outros
gases gerados no interior do forno. Porém, quando submetida a limpeza destes
gases com agua do sistema de lavagem, esse efluente passa a transportar muitos
materiais contaminantes, entre eles esta o cianeto. Sendo assim, antes do reuso da
agua dentro do processo industrial ou mesmo antes de enviar para o tratamento
biolégico essas substancias toxicas precisam ter suas concentragbes reduzidas
(MACHADO, 2006). No entanto, esse refino do sistema de lavagem, em grande
parte é feito através de tratamento fisico-quimico. Observa-se que os processos

fisico-quimicos de tratamento possuem custos relativamente mais elevados que os
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biolégicos que também tém a vantagem de exercer menor efeito adverso sobre o
meio ambiente (PELETIN, 2008).

2.2 Toxicidade do ion CN- para os processos biolégicos

Tanto o ion cianeto (CN-), quanto o acido cianidrico (HCN) interferem de forma
negativa nos os processos bioldgicos em geral. Essa toxicidade esta relacionada
com a acao rapida e letal que estes compostos desencadeiam no organismo em
decorréncia do bloqueio da cadeia respiratéria e, por conseguinte, a sintese de ATP.
A acao toxica do ion CN- e do HCN esta relacionada pela sua afinidade com o ion
férrico (Fe®*) da citocromo ¢ oxidase, ultimo transportador da cadeia respiratdria,
impedindo que ocorra o consumo de oxigénio (PERUZZO e CANTO, 2010).

Quando ocorre o descarte indevido do efluente com essa carga toxica em um
corpo receptor, os peixes sdo os mais afetados, uma vez que eles estdo em contato
direto com a agua. No estudo feito por Eisler (1991) concentragcdées entre 5,0 e
7,2mg L’ de cianeto livre ¢ tolerado pelos peixes, no entanto, podem provocar
efeitos adversos sobre sua natagdo e reprodugdo. Enquanto concentragcbes de
200 mg L' foram letais para a maioria das espécies de peixes. Por outro lado, os
estudos mostram que alguns micro-organismos, como culturas mistas com
Rhodotorula rubra (LINARDI et al., 1995); granulos imobilizados de Rhodococcus
(MANIYAM et al., 2013); e Methanosarcina sp. (NOVAK et al., 2013) foram capazes
de tolerar a presenca desse composto toxico e expressar mecanismos para utilizar
as mais diversas fontes de carbono e energia para o seu crescimento (ESPOSITO e
AZEVEDO, 2010).

Embora, existam micro-organismos que toleram e que degradam esses
compostos toxicos no ambiente natural, a necessidade de tratamento e adequagao
dos parametros quimicos, por parte da fonte geradora ndao deixa de existir. Mas
quando se conhece os efeitos de alguns parametros sobre a formagao de uma
espécie mais agressiva, muitos riscos podem ser evitados. Como € o caso dos

reagentes a base de cianeto, que ao serem manipulados deve-se atentar para a
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faixa de pH, uma vez que este contribui para a formacdo do HCN e CN-, sendo a
toxicidade do HCN ainda maior (SMITH e MUDDER, 1991). A figura 2.1 relaciona a
proporg¢ao relativa das trés formas de cianeto (CNO-, HCN e CN-) em decorréncia do

pH e do potencial redox do sistema.
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FIGURA 2.1: Diagrama do potencial redox do meio (Eh, dado em volts) vesus pH do meio
para as diferentes espécies de cianeto (SMITH e MUDDER, 1991).

A figura 2.1 também mostra que em meio aquoso com pH 9,3 o cianeto se
apresenta equitativamente distribuido, como HCN e CN- e abaixo deste pH ocorre
predominéncia da espécie hidrogenada. Na presenga de um agente oxidante, o

cianeto livre pode ser oxidado para cianato (CNO-), em toda faixa de pH.

Dessa forma, a toxicidade das solugdes depende da quantidade de ion cianeto
livre presente e do pH do meio. Sendo assim, alguns complexos que apresentam
alta solubilidade em solugdo aquosa sao altamente toxicos, em condi¢gdes de pH
menor que 9, por causa da disponibilidade do HCN. Os cianetos mais toxicos sao
geralmente os sais simples como o NaCN, KCN, Ca(CN)2 e Hg(CN) (SMITH e
MUDDER, 1991).



2.3 Tratamentos biolégicos para degradagao do cianeto

A literatura cita diferentes tratamentos para efluentes contendo cianeto, cada
um com suas vantagens e limitagdes. No entanto, a aplicagéo de tratamentos fisico-
quimicos para esse fim, ainda sobressai se comparado com os métodos bioldgicos
(SCHNEIDER, 2009). Isso porque ainda falta uma compreensao de como se

processa a degradagao biolégica frente a um composto tao toxico (EBBS, 2004).

Quando se aplicam processos bioldgicos na degradagao de cianetos, avalia-se
a capacidade dos micro-organismos (bactérias, fungos ou algas) metabolizarem e
transformarem estes ions téxicos em produtos menos agressivos ao meio ambiente,
sendo o mesmo convertido em amoénia e nitratos. Outra possibilidade é a
decomposigdo completa do CN- com a incorporagdo dos atomos de carbono e/ou
nitrogénio a biomassa microbiana (GRANATO, 1995).

A existéncia de rotas metabdlicas microbianas, que sao capazes de incorporar
o ion CN-, tem permitido o desenvolvimento de biotecnologias para degradar os
compostos que liberam este ion nos fluxos de residuos industriais. As vias de
degradacao sao sensiveis a forma e concentragdo dos compostos de cianeto, as
condicdes fisico-quimicas do meio e a presenca de substancias interferentes ou
inibitorias (EBBS, 2004).

Um dos primeiros relatos de processo biotecnolégico para tratamento de
efluente contendo cianeto, com aplicagdo bem-sucedida, ocorreu na Homestake
Mining Company em Dakota do Sul (EUA), explorando a oxidagdo bioldgica para
tratar efluentes de minas e fabricas. O processo desenvolveu-se em dois estagios: i)
primeiro ocorreu a oxidagao bacteriana de CN- e SCN- liberando CO3%, SO4* e
NH4* com a participagdo dos micro-organismos nativos que foram adaptados a
meios contendo cianeto e tiocianato; ii) O segundo estagio empregou as bactérias
Nitrosomonas para a nitrificacdo da NHs gerada no processo, e Nitrobacter para
desnitrificagdo do NO3z* e liberagdo de N2, reduzindo, dessa forma, os teores de
cianeto e nitrogénio do efluente. O processo apresentou eficiéncia na remogao de
cianeto superior a 95% (RITCEY, 2005).



Outro estudo promissor que avaliou o emprego de um biorreator no processo
de degradacao de efluentes contendo cianetos, foi desenvolvido pelo CETEM/CNPq.
Os ensaios de degradacao foram realizados em reatores de mistura completa,
operados em regime continuo, em escala de laboratério, e diferentes concentragdes
de poluentes no afluente sintético a ser tratado [CN] entre 20 e 44 mg L', [SCN-]
entre 22 e 35 mg L™, além de alguns metais como ferro, zinco e cobre. A redugao
nas concentragbes de cianocomplexos, pela biomassa, foi superior a 96%, com a
producao de efluentes aptos para descarte nos corpos receptores. No entanto, a
publicagdo ndo traz dados sobre os tipos de micro-organismos empregados e nem
sobre a variagédo do pH do sistema (GRANATO, 2005).

Outra aplicagdo similar foi utilizando o tricking filter, um tipo de reator que retém
micro-organismos que apresentam taxas de crescimento lentas, como as bactérias
que degradam cianeto e tiocianato. Os estudos, realizados em escala piloto, com as
concentragdes de cianeto e tiocianato na entrada do biofiltro de aproximadamente
30 mg L, atingiram elevada eficiéncia de remogao de cianeto, acima de 97% ao
final do processo (SILVA, 2008).

No entanto, Ebbs (2005) deixa claro que o futuro das tecnologias de
biodegradagdo de cianeto dependera da sua capacidade de competir com as
tecnologias fisico-quimicas ou de preencher necessidades especificas associadas
ao tratamento de efluentes industriais. Mas esse questionamento, € repreendido
pela exposigdo dos resultados apresentados por Granato (1995) ao designar que os
processos biologicos requerem equipamentos simples e de facil controle
operacional, oferecem economia de reagentes e capacidade de tratamento de
efluentes contendo além de compostos tdxicos oriundos dos processos industriais,

alta concentracao de substéncias organicas.

2.4 Aplicacao do Aspergillus niger para degradacao de compostos
toxicos

A exploracéo dos fungos pelo homem nao é recente e a sua aplicagdo na

producdo de produtos comerciais vem se destacando desde o século passado
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(PAPAGIANNI, 2004). Dentre os diversos géneros fungicos destaca-se o Aspergillus
pela vasta capacidade de producédo de enzimas extracelulares de aplicagéao
industrial (BON, 2008).

O género inclui aproximadamente 200 espécies, entre as quais se destaca o
Aspergillus niger. O fungo filamentoso Aspergillus niger é geralmente reconhecido
como GRAS, que significa “geralmente reconhecido como seguro”, do inglés
Generally Recognized as Safe, € a designagdo da Food and Drug Administration
(FDA), dos Estados Unidos para produto quimico, substancia ou micro-organismos
adicionados ao alimento que sdo considerados seguros por especialistas. E uma
estirpe utilizada em uma ampla gama de processos industriais, podendo participar
nas industrias de alimentos, enzimas, compostos organicos e farmacéutica. Entre os
compostos organicos, produzidos por esta espécie, podem destacar-se a produgéo
de acido citrico e glucdnico. Ja as enzimas sintetizadas por estes fungos incluem a
glucoamilase, amilase, protease, celulase, lipase, hemicelulase e glicose-oxidase
(LU, 2015).

Uma caracteristica destacavel deste organismo filamentoso é a sua morfologia
complexa. Em diferentes cultivos duas formas de crescimento podem ser
observadas, a micelial e a forma peletizada. Um estudo da morfologia fungica é
altamente recomendado para otimizagdo de qualquer processo, pois esta pode
fornecer indicagdes sobre a utilizacdo e/ou tolerancia a presengca de determinado
composto téxico (WUCHERPFENNIG, 2011).

Os fungos do género Aspergillus tém demonstrado grande potencial para o
tratamento de aguas residuaria com compostos toxicos devido a sua capacidade de
producdo de enzimas (RODRIGUES, 2011). A tabela 2.1, apresenta algumas
pesquisas com o uso do Aspergillus niger para remogao de diferentes poluentes.



TABELA 2.1: Algumas pesquisas que envolveram o uso do Aspergillus niger para remogao
de poluentes.

Referéncia Reator Poluente
Assadi e Jahangiri, 2001 Airlift Corantes téxteis
Price et al., 2001 Batelada Metais pesados
Rao e Viraraghavan, 2002 Reator de coluna com Fenol

vazao descendente

Sampaio, 2005 Batelada Metil paration e
atrazina

No entanto, ainda sdo poucos os estudos que tratam da utilizagdo de
Aspergillus niger na biodegradagédo de cianeto. Das e Santra (2009) comprovaram
em seu estudo de escala laboratorial, utilizando frascos agitados, que a espécie
Aspergillus niger tolerou até 40 mg L' de cianeto. Os autores obtiveram uma
eficiéncia de 96% na remogao do cianeto para uma concentragao inicial de 15 mg L
e 85,3% na remogao do cianeto para uma concentragdo 20 mg L', num periodo de 9
dias.

A alta eficiéncia de remogao de poluentes, a robustez dos cultivos e o baixo
custo dos tratamentos biolégicos sdo alguns dos motivos pelo quais se tem
intensificado os estudos sobre reatores biolégicos com fungos para o tratamento de
aguas residuarias industriais, bem como sua utilizagdo em combinagdo com
sistemas anaerdbios e tratamentos quimicos, uma vez que os fungos melhoram a

eficiéncia global de remocgéo de varios poluentes (RODRIGUES, 2011).

2.5 Planejamento Fatorial

A falta de planejamento muitas vezes é a causa do insucesso de uma
investigacdo. E uma opgao viavel e que permite alcangar bons resultados na

estruturagdo da base experimental é através dos modelos estatisticos. A técnica de
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planejamento fatorial investiga as influéncias de todas as variaveis experimentais de
interesse e os efeitos de interacdo na resposta ou respostas (TEOFILO e
FERREIRA, 2006). Além disso, Neto (2010) esclarece que o estudo dos dados
através do planejamento possibilita a manipulagéo de diversos fatores simultaneos
em apenas uma analise, economizando tempo de trabalho e recursos financeiros,
frente a sistemas univariados de analise. Reforgando esse conceito, Marinho (2005)
afirma que o uso de planejamento experimental baseado em principios estatisticos
consente aos pesquisadores a extracdo maxima de informacgao util, fazendo um
numero minimo de experimentos.

A primeira etapa a ser conduzida para o processamento experimental parte da
triagem que determina as variaveis experimentais e as interagdes entre variaveis
que t&m influéncia significativa sobre as diferentes respostas de interesse (TEOFILO
e FERREIRA, 2006). Em uma etapa seguinte, deve-se escolher qual planejamento
usar para estimar a influéncia (o efeito) das diferentes variaveis no resultado,
podendo ser Planejamento Fatorial Completo ou Planejamento Fatorial Fracionario
e, dessa forma, efetuar a otimizacédo da analise.

Para conduzir um experimento com o nivel de erro aceitavel, adota-se a
realizagao de triplicatas para cada condigao analisada, no qual a média da triplicata
estima o teor do analito na amostra, enquanto o desvio padrao estima o erro
experimental em uma determinagao (PASSARI, 2011). No entanto, para a condugao
de um experimento que envolva a manipulagdo de um lote grande de variaveis,
torna-se dificil e trabalhoso estimar o erro uma vez que exige um numero grande de
experimentos, refletindo em custo, tempo e logistica. Para contornar este infortunio e
obter uma boa estimativa dos erros, € normalmente incluido um ponto central no
planejamento, em que o valor meédio dos niveis de todas as variaveis € empregado e
as replicatas sao aplicadas apenas para este ponto. Deste modo, € possivel avaliar
a significancia dos efeitos ou coeficientes, tanto em planejamentos de triagem, como
em metodologias de superficie de resposta (TEOFILO et al., 2006).

Apds a realizagdo dos experimentos de triagem, faz-se uma selegdo dos
fatores significativos e uma metodologia de analise de superficies de respostas pode
ser aplicada para otimizagdo do experimento. Neste sentido, o significado de

otimizacao é definido por encontrar valores das variaveis que levarao a uma melhor
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resposta desejada, ou melhor, encontrar a regido 6tima na superficie definida pelos
fatores. Apds essa etapa, € possivel deslocar-se sobre a superficie de resposta
ajustada, a fim de localizar regides que satisfacam condi¢gdes de interesse
(TEOFILO e FERREIRA, 2006; NETO, 2010).

A metodologia de superficie de resposta baseia-se na constru¢gdo de modelos
matematicos empiricos que geralmente empregam fungdes polinomiais lineares ou
quadraticas para descrever o sistema estudado e, consequentemente, dé&o
condicbes de explorar (modelar e deslocar) o sistema até sua otimizagao
(SARAMAGO, 2008).

O mercado oferece diversos tipos de softwares que realizam calculos de
planejamentos experimentais, tais como Statistica, Unscrambler, Statgraphics,
Design Expert, Modde, Minitab dentre outros. Porém, a maioria destes programas
nado sdo gratuitos e muitas vezes processam resultados complicados de serem
entendidos por um pesquisador com pouca experiéncia no assunto (TEOFILO E
FERREIRA, 2006). Por isso, os autores Tedfilo e Ferreira (2006) disponibilizam
diversas planilhas em Excel® para tratamento de dados de planejamento fatorial e
que foram utilizadas neste trabalho.

O planejamento fatorial € comumente utilizado em estudos da area de quimica
analitica (NETO, 2010), sendo ainda pouco empregado na otimizagado de processos
relacionados as tecnologias ambientais. Dessa forma, uma extensiva busca na
literatura ndo encontrou trabalhos que utilizassem esta ferramenta para otimizacao

de processos de remogé&o biolégica do cianeto.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Otimizar o crescimento de culturas de Aspergillus niger, através da producéo
de biomassa, em presenga de cianeto a fim de avaliar o potencial do micro-

organismo na remogao deste contaminante em efluentes liquidos industriais.

3.2 Objetivos especificos:

i. Estudar a cinética de crescimento em meios de cultura tendo como

variavel controlada o pH;

ii. Estudar a cinética de crescimento em meios de cultura em diferentes

concentracdes de cianeto;

iii.  Otimizar a produgéo de biomassa através do planejamento fatorial do tipo

22 com 4 repetigdes no ponto central;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismo e meio de cultivo

Para realizacdo dos experimentos utilizaram-se indculos de uma cultura de
Aspergillus niger ja cultivada anteriormente no Laboratério Biotecnoldgico da
Universidade Federal de Sdo Joao Del Rei, Campus Alto Paraopeba. O meio de
cultura adotado para o crescimento do fungo foi o Czapeck Dox, sendo referenciado
no trabalho de Das e Santra (2011) como um meio adequado para o cultivo de
Aspergillus niger. Foi utilizado meio Czapeck Dox da marca Sigma-Aldrich®.

4.2 Adaptacao de A. niger e preparo de pré-inéculo

De acordo com as recomendagbes do fabricante, preparou-se 0 meio de
cultura com concentragdo de 35 g L', para um volume final de 100 mL em cada
erlenmeyer. O meio foi inoculado com suspenséo de esporos produzida em solugao
salina (NaCl 0,85%). As cepas foram, entdo, previamente adaptadas em condi¢des
de pH e concentracdo de cianeto crescentes, onde o pH foi de 7,0 a 10,5 e a
concentragdo de CN foi de 5 a 40 mg L™'. Esta cultura adaptada foi utilizada para
continuidade dos experimentos. Para ajuste do pH do meio utilizou-se solugéo de
NaOH a 0,5 mol L.

Os pré-indculos, produzidos para todos os ensaios do planejamento fatorial,
foram feitos adicionando-se 4 mL das culturas adaptadas em 100 mL de meio
Czapeck Dox, sendo posteriormente incubados, em agitador orbital termostatizado,
a 28°C e 180 min™', durante 7 dias.

As solugdes contendo cianeto foram manipuladas sempre em pH acima de 9,5
para garantir a ndo formagao do gas cianidrico (HCN) e consequentemente a sua
volatizagao. Além disso, em todos os ensaios cujo cianeto foi utilizado, tomou-se o
cuidado de descontaminar o local de trabalho e todas as vidrarias com solugado de
hipoclorito 10% em pH 11,0. Todos os meios de cultura contaminados com fungo

foram descartados de acordo com as normas de biosseguranca.
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4.3 Determinagao da biomassa microbiana

Determinou-se a concentragéo de biomassa através da técnica de gravimetria.
Secaram-se os papéis de filtro em uma estufa a 80°C, durante 48 horas, e apos
esse periodo, os mesmos foram pesados em balanga analitica (Shimadzu modelo
AY220). Lavou-se e filtrou-se a massa micelial em papel de filtro quantitativo (Unifil,
7-12uM de retencédo de particulas) e posteriormente transferiu-se para a estufa a
80°C para o processo secagem. Apds o periodo de 48 horas, coletou-se o peso da
membrana acrescido de biomassa. Determinou-se 0 peso da massa seca pela
diferenga entre a massa do papel de filtro antes e apds a filtragcdo do meio. Para
transformar o valor da massa seca (g) em concentragdo (mg L-') utilizou-se a

equacao 4.1.

Concentragao da biomassa (mg L") = (massa seca (g) * 1x10%) 4.1)

4.4 Cinética de crescimento

Avaliou-se a cinética de crescimento do A. niger em meio Czapeck Dox em
diferentes pH 7,0; 8,5 e 10,0. Todos os experimentos foram executados em triplicata.
Em tubos Falcon de 50 mL, adicionaram-se 9 mL de meio e 1 mL da suspenséo de
A. niger. Os tubos foram incubados em agitador orbital termostatizado a 28°C e
180 min-'. Durante oito dias retiraram-se, diariamente, trés tubos falcon para cada
valor de pH e o meio foi filtrado para obtencdo da massa microbiana conforme

descrito no item 4.3.

O mesmo procedimento foi usado para avaliar a cinética de crescimento de
A. niger, em meio suplementado com 5 mg L"; 10 mg L' e 20 mg L' de cianeto.

Neste caso, o meio de cultivo foi mantido em pH 10,0.

4.5 Dosagem de cianeto livre

Para dosagem de cianeto livre utilizou-se o Kit Hach pelo método Hach 8027
Pyridine-Pyrazalone para faixa de detecgdo de 0,001 a 0,240 mg L' de CN-. Os
reagentes encontram-se padronizados e pré-dosados para uso em amostras de

10 mL e a reagao foi executada conforme as recomendagdes do fabricante.
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Apods adigcao dos reagentes do kit a amostra, quando na presencga de cianeto, o
meio adquire cor rosa nos primeiros minutos e em seguida uma coloragao azul. Foi
feita varredura, em espectrofotdbmetro, de uma amostra padrdao entre os
comprimentos de onda de 100 a 900 nm e detectou-se absorbancia maxima em
612 nm, confirmando as recomendacdes do fabricante do kit. Para amostra com

concentragao superior a faixa de detecgéao, tornou-se necessario realizar diluigao.

Para quantificacdo da concentragdo de cianeto elaborou-se uma curva de
calibracdo correlacionando a absorbancia com as respectivas concentracdes de

cianeto, a saber, 0,056 mg L';0,72mgL"; 0,24 mgL"'e 0,5mg L.

4.6 Relagao do volume do inéculo com a massa

Para assegurar que todos meios fossem submetidos a mesma carga
microbiana, realizaram-se ensaios para padronizar o volume de indculo com a
quantidade de massa microbiana. O ensaio foi baseado na técnica de filtragao
gravimétrica. Pipetou-se 4 mL de in6culo e submeteu-se ao processo de filtragdo. As
membranas utilizadas no processo de filtracdo foram secas durante 12 horas em
estufa a 80°C. A secagem das membranas foi realizada antes e apds a etapa da
filtracdo. A diferenga obtida entre o peso da membrana antes e apos a filtragao foi

relacionada ao valor da biomassa correspondente aos 4 mL de inéculo.

4.7 Otimizacao da remogao de cianeto através do planejamento
fatorial 22

ApOs a adaptacdo do A. niger realizaram-se ensaios para avaliar a influéncia
do pH e da concentracdo inicial de cianeto sobre a formacdo de biomassa e a
remogao do ion. Conduziu-se o delineamento experimental por meio de 4 ensaios,
seguindo um planejamento experimental fatorial 22 com 4 repeticbes no ponto
central. As faixas de pH e concentracao de cianeto e seus respectivos niveis estao
detalhados na Tabela 4.1.
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TABELA 4.1: Matriz do planejamento fatorial para avaliar a influéncia do pH e da
concentracio inicial de cianeto sobre a concentracido de biomassa e a remocao de
cianeto.

Nivel -1 0 +1
pH 9,5 10 10,5
[CN] 2,5 7.5 12,5

Realizaram-se os experimentos em frascos erlenmeyer de 250 mL para um
volume de 100 mL de meio de cultivo e 4 mL de indculo sob agitagédo de 180 min™, a
uma temperatura de 28°C, durante 192h (8 dias). Ao término dos ensaios,
determinou-se a biomassa através da técnica de filtragdo gravimétrica, como
descrito no item 4.3. Coletaram-se 10 mL do filtrado para a leitura da concentragao
de cianeto e o restante para leitura do pH.

E importante ressaltar que foi executado paralelamente um experimento
abidtico, ou seja, nas mesmas condi¢des descritas, mas sem inéculo microbiano, a
fim de comparar os percentuais de remogédo de cianeto. Para garantir a n&o
contaminagdo deste meio, utilizou-se solugdo de metilparabeno/propilparabeno

como conservantes.

Foram preparados meios de cultivo em meio tamponado, para evitar erro na
interpretacdo do método de remocgéo do cianeto pelo A. niger. O tampéao escolhido
foi bicarbonato de sdédio (NaHCO3) a 0,025 mol L' para a faixa de pH de 9 a 11,
segundo Harris e Angal (1993).

Utilizaram-se as planilhas em Excel® disponibilizadas por Tedfilo e Ferreira
(2006) para analise dos dados e geragdo dos graficos e a significancia dos

resultados foram testadas (p <0,1).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Adaptacao de A. niger e preparo de pré-inéculo

A primeira etapa realizada experimentalmente foi a adaptagédo do fungo em
meio sintético Czapeck Dox em pH e concentracdo de cianeto crescentes. Esse
meio de cultivo foi citado por Das e Santra (2011) como meio adequado para o
desenvolvimento de Aspergillus niger por ser este organismo capaz de crescer em

meio contendo apenas nitrato como fonte de nitrogénio.

De acordo com Barbosa (2010) a escolha da composi¢cdo do meio de cultivo
requer alguns cuidados, tais como a indispensavel presengca de alguns
macronutrientes e micronutrientes essenciais. No meio de cultura utilizado neste
trabalho a fonte de carbono foi a sacarose e o nitrato de sddio a fonte de nitrogénio,

estes nutrientes estavam na proporgao de (10:1).

Notou-se que o fungo ndo se desenvolveu na forma de hifas, como esperado,
mas em forma de pellets, que sdo pequenas esferas formadas pelo conjunto de
micélios. Rodrigues (2011) justifica essa adogédo de morfologia pelos fungos devido
aos diferentes fatores como meio de cultivo, pH, temperatura, agitagdo, oxigénio
dissolvido e concentragdo de inoculos. E que essa formagao de pellets pelo género

Aspergillus ocorre devido a agregacéo de esporos no inicio da germinagéao.

Ao final da fermentagdo observou-se também um decréscimo no pH do meio.
Segundo Rodrigues (2011) essa acidificagdo € proveniente da formagéao e acumulo
de alguns acidos organicos, produto do metabolismo fungico. E que a espécie
Aspergillus niger € conhecida pela sua capacidade de produzir acido citrico,

podendo levar o pH até valores proximos a 2.

5.2 Cinética de crescimento A. niger

O perfil de atividade proliferativa do Aspergillus niger sob condigdes diferentes
de pH apresentou o comportamento proximo ao padrao sigmoide, como mostrado na

figura 5.1. Como o in6culo utilizado neste experimento foi procedente de uma cultura
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pré-adaptada em meio Czapeck-Dox, nao se observou fase de adaptagao (fase lag)

do crescimento celular no perfil de crescimento do fungo.

—B— pH7 —&— pH2 5 —&— pH 10

F
|
—_

Biomassa {mg L "

L

1as

FIGURA 5.1: Cinética de crescimento de Aspergillus niger, variagdo da
concentragdo de biomassa (mg L-') em relagédo ao tempo (dias). Meio Czapeck-Dox
empH 7,0; 8,5 e 10,0. 28°C e 180 min™".

Macedo (2009) relata que espécies do género Aspergillus crescem em pH que
varia entre 2 a 11, mas a velocidade de crescimento sofre retardo a medida que o
pH se afasta do 6timo, préximo a 5,0. Essa afirmacgéo pode ser comprovada quando
se analisa os perfis de crescimento fungico obtidos (Figura 5.1). Observa-se, na
figura 5.1, que a fase log estendeu-se até o sétimo dia na cultura em pH 7,0, na qual
o valor da biomassa foi superior a todos os outros pontos ao final do experimento. Ja
na cultura em que o pH ajustado foi-se de 8,5, nota-se que o crescimento linear se
alongou até o segundo dia. Essa contragao no periodo de proliferagédo ativa do fungo
pode ser justificada pelo afastamento da faixa 6tima de pH. Esse comportamento

também foi visto no perfil de crescimento da cultura em pH 10.

Por outro lado, quando se observa os valores das taxas maximas de

crescimento especifico (Umax) apresentados na tabela 5.1, obtidas através da
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equacao de Monod, nota-se que a maior taxa de crescimento para A. niger (0,981

dia™') ocorreu em pH 8,5.

TABELA 5.1: Taxa maxima de crescimento especifico (umax) de A. niger cultivado
em meio Czapeck-Dox em pH 7; 8,5 e 10, sem cianeto. 28°C e 180 min-' por 7 dias.

pH Mmax (dia)
7 0,258

8,5 0,981

10 0,409

A figura 5.2 representa o crescimento da cultura de A. niger utilizando meio
suplementado com cianeto nas respectivas concentragdes 5, 10 e 20 mg L-'. Admite-
se que o perfil de crescimento fungico foi satisfatério, no entanto, o comportamento
foi distinto daquele apresentado na figura 5.1 no qual a variavel controlada era o pH.
Nesse sistema, foi possivel observar fase lag de crescimento celular até o segundo
dia para as concentragdes de 10 e 20 mg L' e até o terceiro dia para a concentragéo
de 5 mg L"'. Barbosa (2010) salienta que essa fase de adaptagéo é necessaria para
as ceélulas acionarem as vias metabdlicas, antes reprimidas, possibilitando a sintese

de enzimas que metabolizem algum composto presente no meio.

A tabela 5.2 mostra os valores das taxas maximas de crescimento especifico
(umax) para os cultivos descritos acima. Observa-se que A. niger apresentou melhor
taxa de crescimento (0,698 dia™') para o meio suplementado com 10 mg L-' de CN-.
Além disso, esta taxa € ainda maior que aquela obtida na mesma condi¢cdo de pH
(pH 10), mostrada na tabela 5.1, mas sem suplementagéo com cianeto (0,409 dia™).
Esses valores sugerem que a presenga de cianeto favoreceu o crescimento celular,
podendo este ion estar sendo utilizado como fonte de nutriente para as células de

A. niger.
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FIGURA 5.2: Cinética de crescimento do Aspergillus niger, variagdo da
concentragédo de biomassa (mg L") em relagdo ao tempo (dias). Meio Czapeck-Dox
suplementado com 5 mg L', 10 mg L' e 20 mg L' de cianeto. pH 10, 28°C e
180 min-".

TABELA 5.2: Taxa maxima de crescimento especifico (umax) de A. niger cultivado
em meio Czapeck-Dox em meio suplementado com 5; 10 e 20 mg L' de CN-. pH 10;
28°C e 180 min™" por 7 dias.

[CN](mg L")  pmax (dia™)

5 0,185
10 0,698
20 0,260

Outra observacao pertinente € a maior formagao de biomassa observada para
o experimento acrescido de solugéo de cianeto (Figura 5.2), chegando a 6 — 8 mg L™
de biomassa, quando comparado ao experimento em que a variavel manipulada foi
o pH (Figura 5.1), que atingiu valores entre 2 — 4 mg L' e no qual nenhum cianeto foi
adicionado ao meio. Costa (2011) orienta que o fungo quando na presencga de algum

composto toxico, neste caso o cianeto, desenvolve mecanismos para acumular
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componentes intracelulares (polissacarideos e lipideos) que favorecem o aumento
da biomassa e evitar, dessa forma, o efeito téxico do poluente. Assim, a presenca de

compostos toxicos favorece o aumento de massa fungica e a ramificagdo do micélio.

Esses ensaios cinéticos foram necessarios pois permitiu-se analisar o
comportamento do crescimento fungico na presenga e auséncia de cianeto.
Contudo, também foram uteis para estimar o tempo necessario para condugéo do
planejamento fatorial, uma vez que a fase de crescimento exponencial € que exerce

maior dominio sobre a otimizagdo de um processo.

5.3 Curva padrao para dosagem de CN- livre

Para a quantificar a concentragdo de cianeto, tragou-se uma curva padrao
relacionando o valor da absorbancia encontrado, apds reacado recomendada pelo kit
Hach, com a concentragdo de CN- conhecida 0,05; 0,12; 0,24 e 0,5 mg L' (Figura
5.3). Esta curva padrdo mostrou-se satisfatéria, uma vez que o coeficiente de
determinagao se foi proximo de 1 (R? =0,9992).

1,2

1
i
L
Q 0,6
g 0,4
< y=2,061x+ 0,0159

0,2 R%=0,9992
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentragdo (mg/L)

FIGURA 5.3: Curva padrao para quantificar a concentragdo de cianeto do meio
correlacionando com o valor da absorbancia com a concentragdo de CN- (0,05; 0,12;
0,24 e 0,5mg L").
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5.4 Relagao do volume do in6culo com a massa

O ensaio realizado para relacionar o volume de inéculo (4 mL) com a massa
microbiana apresentou resultados semelhantes, variando entre um minimo de
0,0044g a um maximo de 0,0057g conforme mostra a tabela 5.3. Com esses
resultados permite-se inferir que nenhum cultivo foi beneficiado por receber uma
maior massa fungica ou comprometido por receber menor massa de in6culo. Deste

modo, pode-se afirmar que o inéculo foi de (“ Média 0,0048” + “Erro 0,00013”).

TABELA 5.3: Relagao do volume do inéculo (mL) com a massa seca fungica (g),
realizada por meio de filtragdo gravimétrica.

Ensaio Peso da membrana Membrana seca M’ass_a seca
seca (9) com fungo (g) fuangica (g)

1 0,2526 0,2583 0,0057

2 0,2412 02456 0,0044

3 0,2466 0,2511 0,0045

4 0,2513 0,2561 0,0048

5 0,2491 0,2537 0,0046

6 0,2480 0,2530 0,0050

7 0,2503 0,2549 0,0046

5.5 Planejamento fatorial

Apds 0s ensaios cinéticos onde avaliou-se a taxa de crescimento fungico
manipulando as variaveis pH e concentracdo de cianeto, procurou-se investigar a
influéncia dessas mesmas variaveis, sobre a formacao de biomassa e a remocao do
ion CN- e as respectivas interagdes entre elas por meio do planejamento fatorial 22,

descrito no item 4.7.
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No oitavo dia, antes da coleta dos dados, observa-se com clareza a presenca
de uma grande quantidade de biomassa nos biorreatores inoculados (Figura 5.4).
Enquanto o meio abidtico (indicado pela seta vermelha) acrescido de conservante,

nao apresentou nenhum crescimento.

FIGURA 5.4: Resultado do crescimento microbiano para as condicbes do
planejamento fatorial (Tabela 4.1) e para a condigdo de meio abidtico (seta
vermelha). 28°C, 180 min-' e 8 dias de incubagéo.

Os resultados obtidos na realizagdo deste planejamento fatorial séo
apresentados na tabela 5.4, juntamente com as condigdes para cada um dos

experimentos e o valor de pH do meio determinado ao final do experimento.
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TABELA 5.4: Resultados dos ensaios avaliando a influéncia de pH e a concentragéao
inicial de cianeto sobre a concentragdo de biomassa (mg L") e sobre a remogao do
cianeto. Os niveis avaliados encontram codificados entre parénteses.

[CN-] Massa concentragao

] . pH Remocao de
Ensaio PH (mg L") seca(g)* de(ﬂ;n&i?sa final Cianeto (%)

1 95(-1) 25(1) 04811 4.811 3,15 99,6
2 10,5 (+1) 2,5(-1)  2,3247 23.247 3,35 99,6
3 9,5(-1) 12,5(+1) 1,8581 18.581 2,85 100
4 10,5 (+1) 12,5(+1) 2,9873 29.873 2,85 99,9
5 10,0(0) 7,5(0)  1,3767 13.767 2,75 100
6 10,0(0) 7,5(0)  2,2113 22.113 2,78 99,9
7 10,0(0) 7,5(0)  1,5704 15.704 2,92 100
8 10,0(0) 7,5(0)  2,1250 21.250 2,82 99,7
9**  10,0(0) 7,5(0) 0,0197 0,197 7,12 99,6

* Para volume de 100mL.

**Condigao abidtica.

Por meio dos resultados experimentais torna-se sugestivo afirmar que os
valores encontrados para a remogao de cianeto foram inconclusivos, uma vez que
mesmo em meio abidtico (ensaio 9) o percentual de remogao do ion foi de 99,6%.
Estes valores podem nao ser confiaveis, pois nao foi avaliada a possibilidade de
interferéncia na dosagem de cianeto pelos componentes do meio de cultivo,
principalmente cloretos. Sendo assim, o método de dosagem de CN- livre utilizado
nao foi validado. Além disso, segundo Neto (2010) mesmo que o procedimento
experimental seja rigorosamente obedecido e todas as operagdes sejam feitas com
todo cuidado, sempre existirdo flutuagdes imprevistas, ainda mais quando se
trabalha com grandezas na ordem de ppm. Como nao foi possivel controlar essas
variagdes, os dados da remogao nao serdo mais discutidos nesse trabalho,

tornando-se apenas uma proposta interessante para estudos futuros.
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Em contrapartida, a formacgao de biomassa teve efeito positivo, servindo como
base para uma discussdo mais concisa e fins preditivos da possibilidade de A. niger
atuar na biodegradacédo de cianeto em efluentes industriais. Através da analise
estatistica, permite-se verificar a influéncia das variaveis de entrada sobre os valores
da variavel resposta. Os resultados da analise de variancia (ANOVA) para a
resposta biomassa, num intervalo de confianga de 90% (P < 0,1), estdo descritos na
tabela 5.5.

TABELA 5.5: Analise de variancia (ANOVA) para ajuste do modelo de dados do
planejamento fatorial.

Fatores Son'!a_ C_-}raus de Méd’ia' F P
Quadratica liberdade Quadratica
pH 2,209385 1 2,209385 16,96646 0,014624
[CN1] 1,039992 1 1,039992  7,98638  0,047537
pHe[CN] 0,127592 1 0,127592  0,97981  0,378279
Erro Total 0,520883 4 0,130221 - -

Com os resultados da analise de variancia (ANOVA) confirmou-se que a
variavel com maior efeito sobre a concentracdo de biomassa foi o pH para um
p=0,014624, seguida pela concentracdo de cianeto com p=0,047537, enquanto a
interagdo entre estes fatores ndo apresentou nenhuma significancia, uma vez que

apresentou um valor de p>0,1.

Ja o teste F estabelece a relagao funcional entre as variaveis independentes
sobre a variavel dependente, nota-se que a variavel pH e concentragdo de cianeto
exercem influéncia sobre a variavel dependente (concentracdo de biomassa) ao

nivel de 16,96% e 7,98% respectivamente.

Esta mesma analise pode ser visualizada no grafico de Pareto (Figura 5.5), no
qual pode-se comprovar a interferéncia do pH e da concentragédo de cianeto para a
formacao de biomassa. As barras horizontais representam as variaveis controladas

e a linha vertical é utilizada para analisar quais efeitos foram estatisticamente
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expressivos (ROSSI, 2012). Portanto, qualquer barra que ultrapasse a linha vertical,
€ considerada como significativa. Sendo assim, segundo os resultados obtidos, o pH
e a concentragao de cianeto tiveram uma influéncia significativa e positiva para a
formagdo de biomassa, enquanto a interagdo entre estas variaveis nao apresentou
significancia, corroborando com os dados apresentados na andlise de variancia
(Tabela 5.5).

DV: Biomassa

%

(1)pH 411903

(2)[Cianeto]

.

Padronizacdo dos efeitos estimados (Valor absoluto)

1by2

FIGURA 5.5: Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada variavel (pH e
concentragdo de cianeto) do planejamento fatorial 22. Variavel dependente:
concentragdo de biomassa.

Uma vez que a variavel resposta € a concentracdo de biomassa, e que a
concentragdo de cianeto foi significativa, o resultado conduz a duas possiveis
hipoteses (i) o fungo apenas tolerou o cianeto, 0 mesmo teve um aumento de massa
devido a reserva de componentes intracelulares conforme a observagao feita por
Costa (2011). No entanto, ha diferentes respostas no estudo cinético, uma vez que
ndo houve linearidade nas taxas de crescimento. E provavel que esta hipétese néo

seja valida; (ii) o fungo produziu enzimas extracelulares oxidativas para degradacgéo
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do cianeto e utilizou este composto como nutriente, possivelmente como fonte de
nitrogénio, para produg¢ao de biomassa celular.

A via de degradagao do cianeto pelo fungo pode ser ativada pela presenca
das enzimas cianeto monoxigenase e cianeto dioxigenase (EBBS, 2004). A acao da
enzima cianeto monoxigenase busca transformar o acido cianidrico em &cido
cianurico (HOCN) que € um composto com baixa toxicidade, esta via é representada
pela equacao 5.1. Enquanto a cianeto dioxigenase transforma o HCN em aménia
(NHs*) e dioxido de carbono (COz2), representada pela equagao 5.2. O A. niger tem
habilidade para utilizar aménia diretamente como fonte de nitrogénio. No entanto,
caso o NHs tenha sido consumido, o pH do meio tende a acidificar, podendo justificar
a acidificagdo do meio, apos a fermentacao. (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

HCN + O2 + H* + NAD(P)H — HOCN + NAD(P)* + H20 (5.1)

HCN + Oz + 2H* + NAD(P)H — CO2+ NH3 + NAD(P)* (5.2)

Observa-se que para ativagdo dessas rotas o meio deve ser acido, de acordo
com os dados apresentados na tabela 5.4, os quais mostram que o pH ao final da
fermentagdo ficou acido, essa condicdo para ativacdo das vias pode ser
compreendida.

Considerando-se que o modelo quadratico foi validado para a variavel
biomassa, o mesmo foi usado para gerar a superficie de resposta com o objetivo de
otimizar o processo. A superficie de resposta esta representada pela figura 5.6. Pela
andlise grafica pode-se estimar que para o experimento de otimizagédo, proxima
etapa apds a triagem, recomenda-se trabalhar com o pH e a concentracdo de

cianeto em niveis mais altos.
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FIGURA 5.6: Superficie de resposta da concentragcdo de biomassa em relagdo a
concentracao de cianeto e de pH.

Biomassa = 18,7 + 7,4xpH + 5,1x[CN7] - 1,8xpHX[CN]

Enfim, no ensaio para triagem observou-se que tanto o pH quanto a
concentracdo de cianeto iniciais podem contribuir para a formagao da biomassa,
apesar da interagdo entre eles ndo ser significativa. No entanto, observou-se um
decaimento no pH ao final do experimento, ja que o mesmo foi conduzido sem
tamponamento do meio de cultura, ocultando a hipotese de a remocéo de cianeto ter
sido feita por via bioldgica, ja que o ion CN- em pH abaixo de 9,3 leva a formacgéo do
HCN, podendo ser volatilizado.

Dessa forma, este mesmo ensaio foi repetido com o meio tamponado,
utilizando tampao bicarbonato de sédio (NaHCO3) a 0,025 mol L' para a faixa de pH
de 9 a 11. No entanto, os resultados foram estatisticamente inconclusivos, uma vez
que a produgdo de biomassa foi insignificante. Permitiu-se inferir que o
tamponamento do meio de cultivo influenciou negativamente o crescimento do
micro-organismo, bem como seu metabolismo.
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A tabela 5.6 apresenta o resultado de um ensaio conduzido em meio com e
sem tampéao, nas condi¢cdes de pH 10 sem cianeto, para avaliar se a influéncia do
tampado no crescimento do fungo. Nota-se que o tampao utilizado foi capaz de
manter o pH do meio em condicdo muito préoxima da inicial, no entanto, ndo foi
observado crescimento microbiano, enquanto no meio sem tampao houve

crescimento microbiano, bem como redugéao drastica no pH do meio.

TABELA 5.6: Teste realizado para avaliar a influéncia do tampé&o bicarbonato de
sodio (NaHCO3) a 0,025 mol L' (pH 9 a 11) no crescimento de A. niger.

Condicao do Meio  Crescimento de

Ensaio de Cultivo A. niger pH final
1 Com tampéao Negativo pH 9,92
2 Sem tampéo Positivo pH 3,17

Com esses resultados surgiram novos questionamentos: (i) sera que o
processo fermentativo do fungo leva a formagdo de metabdlitos acidos e
intencionalmente o cianeto é volatilizado do meio? (ii) sera que o fungo apresenta
uma rota metabdlica especifica para a assimilacdo do cianeto que s6 é ativada em
pH acido? (iii) no caso da hipodtese ii ser verdadeira, o fungo utiliza o cianeto como
fonte de carbono ou nitrogénio? (iv) por que nao foi observado crescimento quando
0 meio permaneceu tamponado? O proprio tampao inibe o crescimento de A. niger?

Ou como néao houve volatilizagcao do cianeto, este foi toxico para o fungo?

A literatura ainda ndo traz dados consistentes em relagdo a utilizagao de
fungos filamentosos para biodegradacdo de cianeto. No entanto, os resultados
apresentados mostram que € promissor levar estes experimentos adiante e buscar
evidéncias que encaminhem para um melhor entendimento deste processo,
buscando novas alternativas para o tratamento de efluentes liquidos industriais com

altas concentragdes de cianeto.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o pH no qual a
cultura de Aspergillus niger apresentou maior taxa de crescimento foi 8,5, atingindo
um pmax. de 0,981 dia™!. No entanto, o mesmo apresentou uma boa adaptagdo em
pH 10, permitindo conduzir os experimentos com um maior nivel de seguranga, uma

vez que pode ocorrer volatilizagdo de HCN em pH abaixo de 9,3.

A presencga de cianeto no meio de cultura nio inibiu o crescimento do fungo e
contribuiu de forma significativa para uma maior formagdo de biomassa. A
concentracdo de cianeto que teve maior impacto sobre a taxa de crescimento

fungico foi 10 mg L', apresentando umax. de 0,698 dia™".

Com base no planejamento experimental tanto a variavel pH quanto a
concentragao de cianeto tiveram influéncia sobre a formagao de biomassa. E através
da superficie de resposta, recomenda-se trabalhar com o pH e concentragéo de
cianeto em niveis mais altos. No entanto, os resultados para a remoc¢ao de cianeto
foram inconclusivos, uma vez que o método de dosagem de CN- livre utilizado néo

foi validado.

A partir dos resultados e conclusées obtidas nesse trabalho, recomenda-se
dar continuidade a pesquisa na tentativa de responder a questionamentos

inquietantes, tais como:

i. Validar a metodologia para dosagem de CN-, avaliando as possibilidades de
interferéncia dos componentes do meio de cultivo na metodologia de

dosagem.

ii. Avaliar a influéncia da utilizagdo de meio tamponado no crescimento de

A. niger.

iii.  Avaliar o mecanismo de remogao de cianeto por A. niger, se por redugao do

pH do meio ou por utilizagdo do mesmo como fonte de nutriente.
iv. Estudar a otimizagao do processo de remocao de cianeto em efluentes reais.

v. Dosagem de NHs3 para avaliar produgédo e / ou consumo.
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vi.  Substituir as fontes de N por CN- para avaliar o consumo deste como fonte

daquele elemento.
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