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RESUMO: O impacto causado pelo descarte de rejeitos no meio ambiente, tem se tornando
uma preocupagdo mundial, pois estes provocam grandes danos ao ambiente. E uma forma
de diminuir estes danos ¢ a utilizagdo de microrganismos como biorremediadores, pois estes
podem adsorver, reter e até mesmo remover metais pesados desses ambientes. Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de absor¢éo de metais pesados pelos fungos
Rigidoporus lineatus e Aspergillus niger, isolados da area de mineragao. Os microrganismos
foram inoculados em placas de petri contendo meio so6lido BDA (batata-dextrose e agar)
enriquecidos com concentra¢des de 100 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L dos metais pesados
cobalto, cromo, chumbo, cobre e niquel, em seguida as placas de petri foram colocadas
na BOD e acompanhadas por um periodo de 10 dias. Para realizar a analise microscopica
por Absor¢éo Atémica com Chama, os microrganismos foram cultivados em erlenmeyers
contendo meio liquido BD (batata e dextrose) enriquecidos com metais pesados cobre e
chumbo, nas concentra¢des de 100 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L, os quais foram deixados
por 10 dias na camara de agitagdo com temperatura de 30°C e rotagdo de 250 rpm. Foi
observado que as espécies A. niger e R. lineatus foram tolerantes a altas concentragdes de
cobre e chumbo, apresentando um bom desenvolvimento nas placas de petri e nas analises
realizadas por Absorcdo Atbmica, os fungos também mostraram ter um bom potencial
adsorvente frente aos metais chumbo e cobre.

PALAVRAS-CHAVE: microrganismos, metais pesados, mineracao

STUDY OF HEAVY METAL TOLERANCE IN FUNGAL STRAINS Rigidoporus
lineatus AND Aspergillus niger

ABSTRACT: The impact caused by the discharge of waste on the environment has become
a worldwide concern, as these disposals cause significant damage to the environment. One
way to diminish these impacts is the use of microorganisms as bioremediators, because they
are able to adsorb, to retain, and even to remove heavy metals from these environments.
Therefore, this study aims to evaluate the capacity of adsorption of heavy metals by the fungi
Rigidoporus lineatus and Aspergillus niger, isolated from a mining area. The microorganisms
were inoculated in Petri dishes containing solid medium PDA (potato-dextrose-agar) enriched
with concentrations of 100 mg/L, 500 mg/L and 1000 mg/L of the heavy metals cobalt, chromium,
lead, copper, and nickel. Then, the Petri dishes were placed in the BOD and monitored for
a period of ten days. To execute the Flame Atomic Absorption Microscopy Analysis, the
microorganisms were cultivated in Erlenmeyer flasks containing liquid medium PD (potato
and dextrose) enriched with the heavy metals copper and lead, at the concentrations of 100
mg/L, 500 mg/L and 1000 mg/L, which were left for ten days on the shaking chamber, at the
temperature of 30°C and rotation of 250 rpm. It was observed that the species A. niger and R.
lineatus were tolerant to high concentrations of copper and lead, having a good development
on Petri dishes. The fungi were shown to have a good absorption potential related to the
metals copper and lead on the analysis made by Atomic Absorption as well.

KEYWORDS: microorganisms, heavy metals, mining
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INTRODUCAO

Uma das principais causas da poluicdo do meio ambiente € o desenvolvimento
desproporcional que gera diversos residuos sem fins adequados, sendo nocivos ao meio
ambiente (CARVALHO E PONDOLA, 2022). Assim, consequentemente elevou os agentes
de poluicdo ao meio ambiente, crescendo a presenca de pragas tornando necessario a
utilizacao de produtos quimicos, como os agrotoxicos (ALVES E OLIVEIRA SILVA, 2003).
E, juntamente, resultou em problemas sociais, como: escolas superlotadas, invasdées
territoriais, violéncias e principalmente a contaminacao de solos e rios, que se encontram
nas proximidades destas areas de mineragao, tornando necessarios buscar medidas para
descontaminar estas areas impactadas (PALHETA et al, 2017).

Umas dessas atividades nocivas € a mineragdo, um dos principais setores basicos
responsaveis pela economia brasileira. As areas de mineragéo, depois de explorados nao
séo renovaveis e sua fonte é finita, possuindo assim danos futuros inevitaveis a partir do
fechamento de minas ou faléncia de empresas trazendo consequéncias aos dependentes
da regido, que se encontra em maioria (ARAUJO E FERNANDES, 2016).

Os paises da América Latina séo exemplos de exploragcdo mineral, por serem ricos
em recursos minerais, havendo consequéncias da elevada extracéo que afeta diretamente
questbes ambientais e econémica. Na Colémbia, hoje, ha um pensamento mais critico
sobre os impactos ambientais, o que levou o pais a procurar alternativas para sanar estes
impactos (LOPEZ-SANCHEZ et al, 2017).

A mineracdo é uma das atividades econémicas mais importantes do Brasil,
principalmente na regido paraense que tem como saldo comercial 77,5 do Estado. Apesar
da importancia econdémica, a regido sofre com muitos problemas ambientais, afetando
diretamente o ambiente, tais como: plantas, animais e pessoas, principalmente as que
moram no entorno da area (SILVA E ALVES, 2018).

No processo de recuperacdo de areas degradadas, como as de mineragéo, é
importante o retorno da atividade microbiana do solo, para facilitar o estabelecimento da
vegetacdo. O solo possui uma biodiversidade especifica de cada regido, possuindo uma
variedade de fungos, tornando-se assim um ambiente promissor para estudos quimico
de espécies que vivem nesse habitat, muitas dessas espécies de fungos ainda séo
desconhecidas e merecem atencéo para serem estudadas, como remediadores destas
areas impactadas (SUCCAR et. Al, 2019).

Um dos processos para a descontaminacao dessas areas com baixo custo é a
biorremediacdo, que utiliza organismos vivos, como plantas e microrganismos, para
transformar os contaminantes em substancias inertes [8]. Entretanto, & uma técnica muito
sensivel e que demanda grandes estudos sobre os microrganismos a serem utilizados para
o tratamento, pois o processo depende das condi¢des do local a ser tratado, a concentracao
dos contaminantes, pH, salinidade e umidade do solo (RAMOS et al, 2022).
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No processo de biorremediacédo por microrganismos, os fungos desempenham um
papel importante devido a sua capacidade metabdlica de degradar diferentes compostos
toxicos e recalcitrantes, como poluentes orgénicos, corantes téxteis, efluentes téxteis,
petréleo, hidrocarbonetos poliaromaticos, plasticos e pesticidas (MENEZES et al, 2017).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento fungico microscopio
e macroscopicamente dos fungos, isolados da area de mineragdo da Mina do Sossego,
Rigidoporus lineatus e Aspergillus niger em meios so6lido e liquido enriquecidos com os
metais pesados cobalto, cromo, cobre, chumbo e niquel.

MATERIAL E METODOS

Selecao dos fungos

Os microrganismos estudados foram selecionados da colecao de fungos da micoteca
do Laboratério Multidisciplinar de Biologia da Faculdade de Quimica-UNIFESSPA, as linhagens
utilizadas para este trabalho foram o Aspergillus niger e Rigidoporus lineatus. (Figura 1),
isoladas da Lagoa de Rejeito de Mineragéo da Mina do Sossego, localizada em Canaa dos
Carajas/PA.

Figura 1: Linhagem fangica A. niger e R. lineatus frente e verso, respectivamente (A e B)

Preparacédo do meio de cultura sélido com metais

Para o cultivo das linhagens fungicas em meio de cultura BDA (batata, dextrose e
agar) enriquecido com sal metalico, utilizou-se frascos de erlenmeyers de 500 mL. Apds
determinar a massa de sal necessaria para preparar as concentragcoes desejadas realizou-
se 0 preparo da solugdo com uma quantidade especifica de cada metal previamente
calculado para um volume de 200 mL. Para a preparagcdo da solugdo metalica, foram
utilizados, separadamente, os sais CuSO,, CoCl,.H,0, Pb(NO,),, K,Cr,0O, e Ni(NO,),, nas
concentragcbes de 100, 500 e 1000 mg/L.

As solugbes preparadas foram transferidas para erlenmeyers de 500 mL, sendo
posteriormente vedados por bonecas (algodao e gazes) e em seguida foram cobertos com
papel Kraft, evitando-se o contato com o0 meio externo, e posteriormente foram esterilizados
em autoclave Prismatec, modelo CS, série n.14190, voltagem 220V, poténcia 4.0 kv a 121
°C, presséo de 1 atm, durante 15 minutos.
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Apos esterilizagdo, o meio foi vertido em placas de petri, para observar se houve
contaminagao no meio, 0 mesmo foi incubado na BOD vertical Cientec@, modelo CT-705-
330, série n.1011358, voltagem 220V, poténcia 600W, por um periodo de 24h. Em seguida,
inoculou-se discos de micélio das linhagens fungicas em estudo, sendo acompanhado o
seu desenvolvimento micelial por um periodo de 240h (10 dias).

Analise da inibicao do crescimento micelial (PIC)

A avaliacdo do desenvolvimento micelial das linhagens fungicas, foi analisada de
acordo com a concentrac@o de cada metal através do crescimento radial obtido a partir das
medidas do didmetro médio do micélio do fungo a cada 48 horas. A inibicdo do crescimento
micelial (PIC) foi calculada pela equacao abaixo.

%PIC = CRTE - CRT X 100
CRTE

Equacéo 1 - Equacéo de inibi¢éo do crescimento micelial
Onde,

PIC: Inibicdo do crescimento micelial;
CRTE: Crescimento radial da placa controle (cm);

CRT: Crescimento radial da placa em tratamento (cm).

Preparacao do meio de cultura liquido contendo os metais chumbo e cobre

Para o cultivo das linhagens em meio liquido preparou-se 1000 mL do meio de
cultura liquido BD (batata e dextrose) e em seguida foi esterilizado em autoclave Prismatec,
modelo CS, série n.14190, voltagem 220V, poténcia 4.0kv, a 121 °C, pressdo de 1 atm,
durante 15 minutos. Apos realizar o calculo da quantidade de sal necessario, para
cada concentracdo desejada (100, 500 e 1000 mg/L) os mesmos foram dissolvidos em
determinado volume de meio BD, em seguida transferiu-se 20 mL de cada solugéo de
metal para tubos tipo Falcon esterilizados e apds 24h inoculou-se fragmentos de micélios
dos fungos. Posteriormente, os tubos falcon foram levados para a incubadora com agitacéo
SOLAB, modelo SL-223, modelo SL-223, série n.15-015, poténcia 1500 w, voltagem 220V,
durante 10 dias, a temperatura de 30 °C e rotacdo de 150 rpm, o experimento foi realizado
em triplicata.
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Preparo das amostras para analise por espectrometria de absorcao atdbmica
com chama

Antes de realizar as anélises no equipamento de Espectrometria de absor¢ao atdmica
com chama - FAAS, foi necessario seguir algumas condi¢bes instrumentais especificas
para cada metal, as quais sdo apresentadas na Tabela 1. O limite de detec¢éo (L.O.D) foi
calculado seguindo a relacdo 3 x s/b (s = estimativa do desvio padréo do branco analitico
e b = coeficiente angular da curva analitica). Em seguida, foram preparadas solugbes
padrées dos metais chumbo e cobre, afim de montar a curva analitica para os metais no
FAAS, com uma solugéo padrdo de 100 mg/L para cada metal.

Parametros Metais
Cobre Chumbo
Resolucao espectral (nm) 0,2 0,2
Corrente de lampada (mA) 4,0 4,0
Comprimento de onda (nm) 324,8 217,0
L.0.D (mg/L) 0,02 1,21

Tabela 1 - Condigdes instrumentais para determinagdo de cobre e chumbo por FAAS

Preparacéao da solucéo de cobre, para analise por FAAS

A partir da solucdo estoque de cobre (100 mg/L), foram preparadas cinco solu¢des
com as concentragdes de 1,0 a 5,0 mg/L, as quais foram utilizadas para montar a curva
analitica do metal cobre. As solugGes preparadas, foram aferidas com HNO, 5%, sendo as
concentragoes de 1,0 mg/L a 4,0 mg/L aferidas até 50 mL e a concentragéo de 5,0 mg/L
aferida até 100 mL.

As amostras contendo o fungo mais o metal cobre, com concentragdes de 100,
500 e 1000 mg/L, foram diluidas para em seguida serem analisadas no FAAS Thermo
Scientific, série n. 164056, poténcia 100-240 V. Da concentracdo de 100 mg/L, foi retirado
uma aliquota de 1 mL e aferido até 10 mL com agua destilada. Para as concentragbes de
500 e 1000 mg/L foram pipetados de cada, separadamente, 100 uL e aferido até 10 mL
com agua destilada.

Preparacéo da solugcédo de chumbo, para analise por FAAS

A partir da solugéo estoque de chumbo (100 mg/L), foram preparadas solu¢des com
as concentragdes de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mg/L, as quais foram utilizadas para montar
a curva analitica do metal chumbo. As solugbes preparadas, foram aferidas com HNO, 5%,
sendo as concentragdes de 2,0 a 8,0 mg/L aferidas até 50 mL e a concentragédo de 10,0
mg/L aferida até 100 mL.
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As amostras contendo o fungo mais o metal chumbo, com concentra¢des de 100, 500
e 1000 mg/L, foram diluidas para em seguida serem analisadas no FAAS. Da concentragao de
100 mg/L foi retirado uma aliquota de 1 mL e aferido até 10 mL com agua destilada. Para as
concentracdes de 500 e 1000 mg/L foram pipetados de cada, separadamente, 100 pL e aferido
até 10 mL com agua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da concentracdao dos metais no desenvolvimento dos fungos

Alinhagem fangica R. lineatus se desenvolveu bem nas concentragées de 100 mg/L,
em quase todos os metais, exceto no metal cromo, pois nesta concentracdo o metal foi
toxico para a espécie, sendo observado apenas um pequeno desenvolvimento micelial na
placa de petri. Nas demais concentracgdes, de 500 mg/L e 1000 mg/L, observa-se que a
espécie fungica é tolerante somente ao metal chumbo (Figura 2). J& a espécie A. niger,
se desenvolveu bem em todos os metais, na concentracdo de 100 mg/L, nas demais
concentracbes a espécie foi tolerante somente a altas concentragées do metal chumbo
(Figura 3).

Apesar do cobre ser um constituinte natural presente nos solos, principalmente do
solo de onde os fungos R. Lineatus e A. niger foram isolados, observou-se que as espécies
nao foram resistentes a elevadas concentracdes deste metal.

No entanto, as espécies foram resistentes a elevadas concentragcbes do metal
chumbo, mesmo com seu alto potencial de toxicidade, os dois fungos tiveram um bom
desenvolvimento micelial. Essa relagdo do metal chumbo com os fungos do solo esta
relacionado significativamente com o ambiente em um todo, como o pH, as propriedades
do solo, o teor de 6xido de carbono que sé@o as mais importantes caracteristicas para um
bom desenvolvimento microbiolégico no local (YOGABAANU, et al, 2017).
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—=Co

Ni

F— Controle
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E) 100 150 20 2%0 50 100 150 200 250 0 100 150 20 2%0
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Crescimento Fungico R. lineatus [100 mg/L]

Crescimento fiingico R. lineatus [500 mg/L]

Crescimento fiingico R. lineatus [1000 mg/L]

Figura 2: Crescimento flngico do fungo R. lineatus, na presenca dos metais Cobalto, Chumbo, Cobre,
Cromo e Niquel em concentragcdes de 100 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L
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Figura 3: Crescimento fungico do fungo A. niger, na presenca dos metais Cobalto, Chumbo, Cobre,
Cromo e Niquel em concentragdes de 100 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L

De acordo com os resultados exibidos na Tabela 2, observa-se que apenas na
concentracdo de 100 mg/L de Cu2+ e Cr6+ houve inibicdo de crescimento da linhagem
fungica. Em 500 mg/L houve desenvolvimento apenas no ion metalico Pb2+, mostrando
que o fungo é tolerante ao chumbo mais que os outros metais estudados, no entanto, no
mesmo metal, em 1000 mg/L houve aumento da inibicdo do desenvolvimento micelial.

Os fungos foram isolados de uma area de mineragéo, de onde € extraido os minérios
ferro e cobre, pela mineradora VALE, e a analise quimica do rejeito desta area, revelou a
presenca de diversos metais em diferentes concentragdes, além do ferro e cobre. Portanto,
pode-se inferir que estes fungos apresentaram resultados de tolerancia de acordo com o
ambiente que foram isolados.

Concentracao PIC (%)
(mg/L) Cu? Co? Pb2+ Crer Nie+
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100 28,00 0,00 0,00 74,02 0,00
500 100 100 0,00 100 87,5
1000 100 100 15,41 100 100

Tabela 2. Efeito da dosagem de metais na percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do
fungo R. lineatus em 240 horas de experimento.

Analise por absorcéao atdémica

Nas amostras contendo cobre, foram detectados que houve diminuicdo das
concentragOes iniciais de todas as concentragoes utilizadas (100 mg/L, 500 mg/L e 1000
mg/L).

Analisando os dados do fungo Rigidoporus lineatus, na solugdo de 100 mg/L de
cobre, verificou-se que o fungo adsorveu 4,7 mg/L, ou seja, 4,7 % da concentracéo inicial.
Em 500 mg/L, o fungo adsorveu, 34,5 mg/L, ou seja, 6,9 % da amostra inicial. J& em
1000 mg/L, houve a adsorgdo de 110,0 mg/L, logo, 11,0% da quantidade inicial de Cu?* na
amostra. (Tabela 3).
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Cu?* [Cu?] na solucao [Cu?*] adsorvida pelo

(mg/L) + desvio padrao fungo (mg/L) Remocao (%)
100 95,3+0,70 4,7 4,7
500 465,5+0,23 34,5 6,9
1000 890,0+0,25 110,0 11,0

Tabela 3 - Andlise de adsor¢ao do meio liquido enriquecido com metal Cu?*da linhagem R. lineatus

Estando em constante movimento por 240h, observou-se que a percentagem
de adsorgéo se elevou conforme o aumento da concentragdo. O fungo se desenvolveu
nas concentracoes de cobre em meio liquido diferentemente do meio solido, algumas
pesquisas mostraram que microrganismos expostos a perturbacdo constante aumentam a
sua tolerancia e degradacao de substancias toxicas do que as células em suspenséo (XIA,
et al, 2017).

Alinhagem fangica Aspergillus niger na concentragcdo de 100 mg/L de cobre, o fungo
adsorveu 6,6 mg/L, ou seja, 6,6 % da concentracao inicial. Em 500 mg/L, o fungo adsorveu,
464,0 mg/L, ou seja, 92,8 % da concentracdo. Em 1000 mg/L, houve a adsorcéo de 143,0
mg/L, cerca de 14,3% (Tabela 4).

[Cu?*] detectada na Concentracao de
Cu? solucéao (mg/L) Cu?* adsorvida pelo Remocao (%)
Desvio padrao fungo (mg/L)
100 93,37 +1,05 6,63 6,6
500 35,82 + 0,09 464 92,8
1000 857,26 + 0,90 143 14,3

Tabela 4: Andlises de ions Cu?* presentes na solugéo de diferentes concentragdes de amostras da
linhagem Aspergillus niger

A partir dos resultados obtidos, o fungo Aspergillus niger apresentou valores de
adsor¢éo que esta acima de 50% na concentracéo de 500 mg/L, porém na concentracdo
de 1000 mg/L o valor foi inferior a 20%. Cada organismo possui uma capacidade para
determinadas substancias, logo a tolerancia do fungo em estudo pode ser alterada
conforme a concentracédo de metal. Assim, o fungo A. niger pode tolerar o metal cobre até
determinada concentracéo (ZAFAR, et al, 2017).

Nas amostras com o fungo R. lineatus enriquecidas com o metal chumbo, observou-
se que o fungo teve um potencial de adsor¢ao maior, quando comparado ao metal cobre,
conforme observado na tabela 5, o fungo adsorveu 4,3 mg/L, ou seja, 4,3% da concentracao
inicial, da solugéo de 100 mg/L de chumbo. Em 500 mg/L, o fungo adsorveu, 306,5 mg/L,
ou seja, 61,3 % da amostra inicial. Ja na concentragdo de 1000 mg/L, houve a adsorgéo de
817,0 mg/L, logo, 81,7% da quantidade inicial de chumbo na amostra.
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[Pb?] na solugao [Pb*]adsorvida pelo

Pb?* (mg/L) + desvio padrao fungo (mg/L) Remocao (%)
100 95,7+1,93 4,3 4,3
500 193,5+0,15 306,5 61,3
1000 183,0+0,76 817,0 81,7

Tabela 5 - Adsor¢ao do meio liquido enriquecido com metal Pb? com o fungo R. lineatus

Comparando os resultados das amostras contendo cobre, com as amostras
contendo chumbo, nestas amostras se teve melhor potencial de adsor¢do, com o aumento
da concentragcdo do metal chumbo, observando a diminuicdo da presenca de ions metalicos
na solucdo. Logo, pode se observar que o fungo R. lineatus € um bom adsorvente de ions
Cu?+e Pb?*, adsorvendo mais que a metade da concentragédo presente.

Esse comportamento pode ser explicado a partir do estudo com fungos filamentosos
onde observou que em suas propriedades, grande biomassa de cepas sdo capazes de
absorver metais pesados, ndo apenas um, mas varios metais simultaneamente. Sendo
assim, podendo ser utilizados em tratamentos de fluidos. E o uso efetivo desses fungos
exigiria que eles tivessem alta tolerancia aos metais e que eles fossem capazes de remover
metais pesados com eficiéncia (OLIVEIRA, et al, 2022).

Na andlise das amostras do fungo Aspergillus niger que continha chumbo foi
detectado que houve diminuicdo das concentragdes iniciais de todas as concentracbes
utilizadas. Na solugdo de 100 mg/L de Pb?*, o fungo adsorveu 97,3% da concentragédo
inicial. Em 500 mg/L, o fungo adsorveu, 496,0 mg/L, ou seja, 99,2% da concentragéo inicial.
Ja em 1000 mg/L, houve a adsorgao de 997,0 mg/L, cerca de 99,7% (Tabela 6).

[Pb?*] detectada na Concentracao de Pb?*

Pb2+ solucéao (mg/L) adsorvida pelo fungo Remocao (%)
Desvio padrao (mg/L)

100 2,67 +1,55 97,3 97,3

500 4,02 +0,33 496,0 99,2

1000 2,06 +0,57 997,0 99,7

Tabela 6: Andlises de ions Pb?* presentes na solugdo de diferentes concentragbes de amostras da
linhagem Aspergillus niger

Do estudo realizado por Junior e Pereira (JUNIOR e PEREIRA, 2008) sobre a
tolerancia da linhagem Aspergillus sp. ao metal chumbo, os autores observaram que o0s
isolados do género Aspergillus sp apresentam um bom crescimento no tratamento com
metal chumbo.
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CONCLUSAO

As espécies Rigidoporus lineatus e Aspergillus niger s&o microrganismos com
certo potencial para ser aplicado em tratamento de ambientes contaminados com metais
pesados, nao sbé solos como também em efluentes, tendo em vista que se mostraram-se
bastante tolerantes ao metal Pb?* no meio so6lido, mesmo em grandes quantidades deste
metal. Quando realizado as andlises por absor¢do atdbmica com os metais Pb?* e Cu?,
observou-se que os mesmos sdo um bom adsorvente, resultados estes que corroboram
com aqueles obtidos em meio sélido.

Fungos do género Aspergillus sédo aplicaveis em tratamento de ambientes
contaminados por possuirem grande capacidade de tolerar e remover metais pesados

mesmo estando em elevadas concentracoes.
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