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Resumo

Processos convencionais de tratamento de efluentes utilizam microrganismos vivos, o que sugere limitacoes relativas a toxicidade de metais para os
microrganismos. O experimento consistiu em adicionar solugdes monoelementares de Cr (VI) e Zn(ll) em diferentes concentragoes (0, 20, 50, 100, 200, 300,
400, 500 mg.L") ao meio de crescimento e observar a influéncia dos metais no crescimento micelial e germinativo do fungo Aspergillus Niger por verificagdo
visual da expansao radial do micélio e da germinagéo de esporos, seguida de registro fotografico. Os resultados mostraram que o metabolismo do fungo foi
completamente inibido em concentragbes acima de 500 mg Zn (Il).L* e 150 mg Cr (VI).L". O ED,, (concentragao de ingrediente ativo capaz de inibir 50% do
crescimento micelial do fungo) para os dois fons metalicos, nas condigoes estudadas, esta na faixa entre 100 e 150 mg.L".

Palavras-chave: metais pesados; inibicao; crescimento micelial; Aspergillus niger; ED,,

Abstract

Many standard processes of wastewater treatment use live microorganisms, which suggests limitations on a metal toxicity to the microorganism. The experiment
consisted in adding mono elementary solutions of Cr (VI) and Zn (1) at different concentrations (0, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500 mg.L") to the growth mean, and
to observe the influence of metals on mycelial and germinative growth of the Aspergillus niger fungus, by means of visual observation of the radial expansion of
the mycelius and the germination of spores, followed by photograph registration. The results showed that the metabolism of the fungus was completely inhibited
at concentrations above 500 mg Zn (Il).L" and 150 mg Cr (VI).L'". The ED,, (concentration of active ingredient capable of inhibiting 50% of mycelial growth of the
fungus) for both metal ions, under the studied conditions, is in the range between 100 and 150 mg.L".
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Introdugao

Nas ultimas décadas, o aumento populacional e o consequen-
te incremento das atividades industriais contribuiram para o agra-
vamento dos problemas ambientais (LUCAS et al., 2007). Neste
aspecto, o lancamento de aguas residuarias industriais que contém
metais pesados afeta diretamente ambientes aquaticos de corpos re-
ceptores, tornando-se uma ameaca para os seres vivos (GADD, 1992,
DURUIBE et al., 2007).

Metais pesados e alguns semimetais sao elementos quimicos que
possuem densidade superior a 5 g.cm” (TOES et al., 2004; MALIK,
2004). Geralmente sdo toxicos aos organismos vivos, mesmo em
baixas concentracdes, como por exemplo, 0,01 mg(Pb).L*, 0,05
mg(Cr).L' em aguas doces (CONAMA, 357), sendo considerados
poluentes. Os metais podem ser encontrados na agua por meio de
processos naturais, como o intemperismo de rochas ou o resulta-
do de atividades antropogénicas, tais como a mineracao, metalur-
gia, esgotos, residuos solidos e uso de combustiveis (PATINO et al.,
2003). Alguns elementos como cromo, cadmio, chumbo e mercu-
rio (LACERDA; MALM, 2008) ocasionam sérios transtornos a saude
humana quando ingeridos em doses inadequadas (ANSARI; MARR,
TARIQ, 2004).

Uma vez lancados no ambiente, os metais pesados sofrem trans-
formacoes quimicas que podem resultar em espécies quimicas muito
mais toxicas do que os fons isolados, como ocorre com cromo, arsé-
nio e mercurio, cujas toxicidades dependem da forma quimica e do
estado de oxidacdo (LEITE, 2002).

O interesse da utilizacéo de processos biologicos para remocao de
metais pesados tem aumentado principalmente por ser um tratamen-
to eficiente, de baixo gasto de energia e que nao utiliza produtos qui-
micos para tratar efluentes (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997). Reatores
biologicos sao mais compactos que os tratamentos convencionais
(por exemplo, lagoas de estabilizacao) e a grande concentracéo de
biomassa leva a uma maior taxa de remocéo de poluentes (SANTOS,
2007).

Os microrganismos sdo usados nos processos de biotransforma-
¢do ou de biossor¢do para transformar ou adsorver metais. Nestes pro-
cessos, as células microbianas vivas ou mortas e os produtos do seu
metabolismo podem ser bioacumuladores eficientes (KOVACEVIC et
al., 2000). A biomassa fungica possui porcentagem de material de
parede celular relativamente alta e este material é excelente ligante de
metais (SRIVASTAVA et al., 2007).

Algumas espécies de fungos, tais como Coriolus versicolor,
Phanerochaete chrysosporium e Aspergillus niger, possuem capacidade
de remover poluentes organicos recalcitrantes, por exemplo, o fenol
(FOUNTOULAKIS et al., 2002; HAI et al., 2006; SANTAELLA et al.,
2009; PASSOS et al., 2009) e os metais (YUN-GUO et al., 2006), por
meio de atividades metabolicas, pela producao de enzimas e proprie-

dades de adsorcao. Aspergillus niger; Aspergillus terreus, Trichoderma

viride, Trichoderma atroviride tém sido usados para remocao de me-
tais em despejos sintéticos (YIN et al., 1998; PORCEL, et al., 2005;
ERRASQUIN; VAZQUEZ, 2003, MUKHOPADHYAY, et al., 2007).

Os fungos possuem propriedades que influenciam a diminuicao
da toxicidade de metais, incluindo a formacao da ligacdo metal-pro-
teina, precipitacOes organicas e inorganicas, transporte ativo, com-
partimentacdo intracelular, enquanto que os constituintes da parede
celular do fungo, como a quitina, possuem capacidade de adsorver
metais (GADD et al., 2001).

Alguns metais sio essenciais para o metabolismo dos fungos,
no entanto, séo toxicos quando presentes em excesso (BALDRIAN,
2003). Os metais essenciais ao metabolismo dos fungos incluem co-
bre, ferro, manganés, molibdénio, zinco e niquel (GADD, 1993), e
séo identificados como téxicos em concentracdes poucas vezes su-
periores as requeridas para o metabolismo (HUHES et al., 1991). Os
niveis de toxicidade de cada metal variam de acordo com a espécie de
microrganismo, especiacdo do metal e pH (VALIX; LOON, 2003).

Metais téxicos podem inibir o crescimento de fungos, além de cau-
sar mudancas morfologicas e fisiologicas e afetar a reproducio. Esses
também reduzem o numero, a diversidade e selecionam populacdes
microbianas resistentes ou tolerantes (EZZOUHRI et al., 2009).

O cromo é um metal pesado que ocorre naturalmente em rochas,
plantas, solos e poeira vulcanica (EZZOUHRI et al., 2009), ¢ altamen-
te reativo e origina uma variedade de compostos toxicos. O grau de
toxicidade do cromo varia com o estado de oxidacio (GUPTA; BABU,
2009), e as duas formas de cromo predominantes no meio ambiente
sdo: Cr (II1) e Cr (VI), sendo que o Cr (VI) € soluvel, toxico e carcino-
génico (ACKERLEY et al., 2004). O Cr (III) é um ion essencial para
o desenvolvimento humano e animal, é mais estavel que o Cr (VD),
a oxidacdo a Cr (V]) é favorecida em pH menor que 5, o que torna
preocupante a presenca deste ion em efluentes (MICHALAK et al.,
2007). A maior toxicidade do Cr (VI) se deve as elevadas solubilida-
des e mobilidades em agua (DONG et al., 2009).

O zinco é um metal encontrado em aguas residuarias industriais,
principalmente de atividades de mineracdo e de galvanoplastia (KING
etal., 2008). Dependendo da concentracao, este metal pode limitar o
crescimento de fungos filamentosos e ser toxico para alguns micror-
ganismos, como fungos, bactérias e microalgas (ARUNAKUMARA,;
XUECHENG, 2008; VALIX; LOON, 2003; HEINLAAN et al., 2008).

Ha varios mecanismos de resisténcia utilizados pelos microrga-
nismos como defesa em resposta direta ao contato com os metais,
entre eles podem ser citados: precipitacao extracelular, complexacéo
e cristalizacdo e transformacio de metais (WHITE; SAYER; GADD,
1997), além de biossorcdo na parede celular, diminuicido do trans-
porte, compartimentacdo intracelular, impermeabilidade, sistema
de extrusdo de substancias toxicas e imobilizacio (BRUINS; KAPIL;
OEHME, 1999; ZAFAR; AQIL; AHMAB, 2007).

A presenca de metais pesados nas aguas residudrias pode redu-

zir intensamente a atividade microbiana no tratamento biologico, pois
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causa efeitos toxicos a biota do tratamento, uma vez que dentro das
células os ions metalicos podem se ligar a proteinas, deslocando alguns
ions de suas posicoes habituais e prejudicando as suas funcdes metabo-
licas (CHIPASA, 2003; GADD, 1992). Devido a crescente utilizacao do
tratamento biologico de aguas residuarias (CHAALAL; ZEKRI; ISLAM,
2005), torna-se notodria a necessidade do estudo da toxicidade de me-
tais sobre a diversidade microbiana do sistema de tratamento.

Muitos fons metdlicos tém influéncia direta sobre os processos
fisiologicos e bioquimicos de microrganismos. Como o crescimento
do microrganismo reflete o metabolismo celular, este tem sido usado
como um indicador-chave da toxicidade de metais pesados para mi-
crorganismos (URUNAKUMARA; XUECHENG, 2008).

Este trabalho teve como objetivo determinar a toxicidade de
Cr(VD e Zn(II) pela avaliacdo do crescimento de Aspergillus niger iso-

lado de um efluente de industria petroquimica.

Materiais e métodos
Fungo

O fungo filamentoso, Aspergillus niger; foi isolado de uma agua re-
siduaria que contém o6leo, compostos nitrogenados e metais pesados
(WAKE, 2005), proveniente da LUBNOR (Lubrificantes e Derivados
de Petroleo do Nordeste), uma refinaria de petréleo da Petrobras
e identificado no Laboratério de Fitopatologia da EMBRAPA —
Agroindustria Tropical, de acordo com as chaves taxonomicas clas-
sicas (KLICH, 2002).

O isolamento do fungo (TUITE, 1971) consistiu retirar o micé-
lio fungico diretamente do efluente com o auxilio de uma alca de
platina flamabada, e transferi-lo para placas de Petri contendo meio
de Batata—DeXtrose—Agar (BDA), acrescido de 100 mg de sulfato de
estreptomicina/ litro de meio, a fim reduzir o crescimento bacteriano.
As placas foram incubadas em uma sala com temperaturas variando
de 25 a 32°C, com 12 horas de escuro e 12 horas de iluminacio.
Decorridos 7 dias apos o isolamento, os fungos foram identificados

com base em suas caracteristicas morfologicas.

Teste de toxicidade em placa

A tolerancia do Aspergillus niger aos metais Cr(V1) e Zn(1l) foi ava-
liada por estudos de toxicidade para cada metal separadamente. Este
teste foi dividido em duas etapas: efeito da concentracio dos metais

na germinacdo dos fungos e no crescimento micelial.

Solugao estoque

A solucéo padrio-estoque 1.000 mg.L"! de fons de Cr(VD) foi pre-
parada dissolvendo-se 2,830 g de K,Cr,O, (dinamica), previamente

seco a temperatura de 140°C, em 1 L de agua destilada.

A solucdo padrao-estoque de Zn(II) foi preparada dissolvendo-
se 4,550 g de Zn(NO,),.6H,0 (Vetec) em 1 L de agua destilada. A
partir das solucoes padrao-estoque, foram preparadas as solucoes de
trabalho (20, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500 mg.L"! de Zn(II) e de

Cr(VD) utilizadas nos experimentos.

Efeito da concentragao dos metais Cr(Vl) e Zn(ll)
na germinagao de Aspergillus niger

Preparou-se meio de cultura agar sabouraud dextrose (Acumedia
manufacturers), 65 g.L! para cada metal, e este foi distribuido em pla-
cas de petri estéreis, juntamente com aliquotas de 0,50; 1,25; 2,50;
3,75; 6,25; 7,50; 10,00; 12,50 mL da solucdo-estoque do metal de
interesse, de modo que as concentracdes deste nas placas fossem de
20, 50, 100, 150, 200, 300, 400 e 500 mg.L!, respectivamente. Apos
a solidificacdo do meio de cultura com a solucdo de metal, as pla-
cas foram inoculadas com 2,6 x 10° esporos.mL" — que € a concen-
tracao Otima utilizada em reatores biologicos de escala laboratorial
(RODRIGUES, 2010) —, incubadas a 30 = 2°C e observadas por 144
horas. O controle consistiu de placa com concentracdo 0 mg.L"' de
solucéio de metal. O teste foi feito em triplicata, totalizando 27 placas
para cada metal.

Nesta etapa, foi observada a concentracio maxima de metal em
que houve crescimento do fungo por verificacio visual da expansio

radial e da germinacdo de esporos, seguido de registro fotografico.

Efeito da toxicidade de metais Cr(VI) e Zn(ll) no
crescimento micelial de Aspergillus niger

Placas de petri contendo meio de cultura agar saboraud dextrose
(Acumedia) foram inoculadas com 2,6 x 10° esporos de Aspergillus
niger e incubadas em estufa bacteriologica, a 30 + 2°C por 72 horas.
Apos esse periodo, foram retirados discos de 4 mm de didmetro do
micélio desenvolvido nas placas, com auxilio de um vazador, para
posterior inoculacdo (MENTEN et al., 1976). Novas placas foram pre-
paradas com o mesmo meio de cultura e aliquotas (0,5; 1,25; 2,50;
3,75; 6,25; 7,50; 10,00; 12,50 mL) da solucao-estoque de metal de
interesse para obtencido de concentracoes de 20, 50, 100, 150, 200,
300, 400, 500 mg.L", respectivamente. O controle do experimento
foi feito em placa sem solucdo de metal. Para cada metal, foram pre-
paradas 27 placas, trés para cada concentracao.

No centro de cada placa, foi colocado um disco de micélio com
o0s esporos voltados para baixo e, em seguida, as placas foram incu-
badas em estufa bacteriologica a 30 + 2°C, durante 144 horas, tempo
em que a placa controle foi totalmente preenchida. O crescimento
radial foi obtido a partir da medida do diametro médio do micélio
do fungo a cada 24 horas. A inibicdo do crescimento micelial (PIC)
foi calculada pela Equacdo 1, descrita por Edgington, Khew e Barron
(1971) e modificada por Menten et al. (1976).
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¢ _ CRIE - CRT

%PI X100

Equacao 1
Onde,

PIC: inibicdo do crescimento micelial;

CRTE: crescimento radial do controle (cm);

CRT: crescimento radial do tratamento (cm).

Verificou-se a concentracao de ingrediente ativo capaz de inibir
50% do crescimento micelial do fungo (EDsO) com base nos resulta-
dos PIC, ou seja, a faixa na qual o valor de PIC corresponde a taxa de
inibicdo de 50%. A taxa de crescimento micelial do fungo em horas
para faixa de ED, foi calculada, dividindo-se o crescimento micelial
médio (cm) pelo tempo total do experimento (144 horas). Os dados

de PIC foram avaliados estatisticamente pelo Teste de Tukey.

Resultados

Efeito da concentragéo de Zn(ll) na germinagéo
de Aspergillus niger em placas

Na Figura 1 sdo mostradas as placas inoculadas com Aspergillus
niger, sem solucao dos metais, apos 24 e 144 horas, que foram usadas
como “branco” do experimento.

Na Figura 2 sdo mostradas as placas, contendo adicao de solucéo
de Zn(ID) ao meio de cultura, inoculadas com esporos do fungo, apos
144 horas de incubacao.

Nao houve inibicéo na germinacéo de esporos do fungo pelo metal
em concentracoes de 20 e 50 mg Zn(I).L* no periodo de 24 horas. Ao
contrario, notou-se maior intensidade na germinacao dos esporos em
comparacao com a placa de controle para as mesmas condicdes, ocor-
rendo crescimento das hifas e, consequentemente, formacao de micé-
lio. Como zinco ¢ um elemento essencial para o metabolismo do fungo
(BABICH; STOTZKY, 1978; ANSARI; MARR; TARIQ, 2004; GADD et
al., 2001; JI; SILVER, 1995), este deve ter sido usado para atividades
de germinacdo, o que pode ter favorecido maior desenvolvimento dos
esporos na fase inicial da germinacéo. Entretanto, no decorrer do expe-
rimento, foi observado que a germinacdo tornou-se lenta, como con-
sequéncia da inibicdo na fase de esporulacio, porém sem interromper
completamente o desenvolvimento. Gadd et al. (2001) também ob-
servaram diminuicédo no desenvolvimento dos fungos de Trichoderma
viride e Rizhopus arrhizus em presenca de zinco e outros metais.

O aumento da concentracdo de zinco causou inibicéo a partir de
100 mg.L*, com completa inibi¢éo a partir de 200 mg.L*, ou seja,
auséncia de crescimento.

O zinco ajuda a manter a integridade de ribossomos, membra-
nas biologicas e também ¢é requerido para o crescimento de micror-
ganismos, contudo, concentracoes elevadas deste metal podem ser

inibitorias ou toxicas para as atividades celulares e de crescimento,

causando inibicdo da respiracio e da germinacdo dos esporos
(BABICH; STORTZKY, 1978). Neste trabalho, observou-se inibicdao
na germinacéo e no crescimento do fungo em concentracoes superio-
res a 100 mg Zn(11).L".

Efeito da concentragéo de Cr(VI) na germinagao
de Aspergillus niger em placas

Na Figura 3 sao mostradas as placas inoculadas com esporos de

fungo, contendo solucdo de Cr(VID) apos 144 horas de incubacéo.

A B

Figura 1 — Placa de controle do experimento: Placas sem solugao de
metais, inoculadas com esporos de Aspergillus niger apos 24 horas (A)
e apos 144 horas (B).

3 I‘.
200 mg.L }

Figura 2 - Placas inoculadas com esporos deAsperg/l/us niger, contendo
concentragoes de 20, 50, 100, 150, 200, 300, 400 e 500 mg Zn(ll).L"
no meio de crescimento, apos 144 horas de incubagao.

150 mg.L"

200 mg.L"

‘N
300 mg.L" ‘ OOmgLM"’A 500 mg.L"

Figura 3 — Placas contendo concentragoes de 20, 50, 100, 150, 200,
300, 400 e 500 Cr(Vl) mg.L", no meio de crescimento, apos 144 horas
de incubagao.
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Para a concentracdo de 20 mg Cr(VI).L", ndo foi observada ini-
bicéo da germinacdo de esporos do fungo, ou seja, com 24 horas de
incubacao a placa contendo 20 mg.L* de Cr(IV) apresentou cresci-
mento dos esporos semelhante 4 placa de controle. Apos 144 horas
de experimento, observou-se esporulacao compativel com o controle
para as mesmas condicdes.

Nas placas contendo 50 mg Cr(VI).L', observou-se inibicdo
acentuada na fase germinativa do fungo. Entretanto, houve peque-
no desenvolvimento entre 96 e 144 horas, nao chegando, porém, a
completa esporulacdo, isso indica que se o tempo de contato fosse
maior do que 144 horas, possivelmente haveria adaptacdo do fungo a
concentracdo de metal, entretanto encerrou-se o experimento devido
a contaminacdo nas placas.

Para as concentracoes superiores a 100 mg Cr(VI).L*, néo foi ob-
servado desenvolvimento do fungo com 144 horas de experimento.

De acordo com os resultados, o Cr(VI) foi mais toxico ao fungo
que o Zn(Il), apresentando maior capacidade de inibicao na fase ger-
minativa, pois tal inibicdo ocorreu em concentracdes menores quando
comparado com o Zn(II). O fato também foi observado por Ezzouhri
et al. 2009) quando testaram a tolerancia de fungos filamentosos
do género Alternaria aos metais Zn, Cr, Cu e Cd. As diferentes capa-
cidades de resistir a toxicidade por metais diversos deve ser devido
a presenca e diferentes processos de tolerancia ou mecanismos de
resisténcia desenvolvidos pelos microrganismos (EZZOUHRI et al.,
2009).

Efeito da toxicidade de metais Zn(ll) e Cr(VI) no
crescimento micelial de Aspergillus niger

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, ndo hou-
ve inibicdo no crescimento do fungo em concentracdes menores que
50 mg Zn(ID.L"' e 50 mg Cr(VI).L'!, acima desta, foi observado au-
mento progressivo da inibicao do crescimento micelial do fungo com

0 aumento da concentracao dos metais.

Tabela 1 — Efeito da dosagem de metais na percentagem de inibicao
do crescimento micelial (PIC) do Aspergillus niger, em 144 horas de
crescimento

PIC (%)

Concentracao (mg.L")

Zn(ll) Cr(VI)
0 0,00 0,00
20 0,00 0,00
50 0,00 0,00
100 29,38 11,00
150 59,13 100,00
200 72,88 100,00
300 77,88 100,00
400 86,25 100,00
500 100,00 100,00

Pelo teste de Tukey as médias nao diferem significativamente (p < 0,05).

O Zn (II) inibiu totalmente o crescimento micelial do Aspergillus
niger em concentracdo de 500 mg.L', e o Cr(VI) em concentracio
acima de 150 mg.L! (Tabela 1), verificando-se assim que o fungo
¢ bem mais tolerante ao Zn(II) do que ao Cr(VI). Ezzouhri et al.
(2009) estudaram a influéncia de metais no crescimento micelial
de fungos, e constataram que uma linhagem de Aspergillus niger
isolada de solo contaminado com metais pesados tolerou maior
concentracdo de Cr(VI) (480 mg Cr(VI).L'"), do que a registrada
neste trabalho. Comparando os resultados obtidos neste trabalho
com aqueles obtidos por Ezzouhri et al. (2009), pode-se observar
que em microrganismos de mesma espécie, devido a capacidade
adaptativa dos fungos, as diferentes linhagens, isoladas de ambien-
tes diferentes, apresentam capacidades de resisténcia e adaptacéo
diferentes quando expostas ao mesmo metal.

O ED, para os dois metais estd na faixa de concentracio
entre 100 e 150 mg.L!, pois entre as concentracdes de 100 e
150 mg.L!, observou-se 50% de inibicdo do crescimento mice-
lial, identificado pelos valores de PIC (Tabela 1), para os metais
estudados.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados de crescimento mi-
celial médio em cm e a taxa de crescimento em cm.h™'. A taxa de
crescimento do fungo no controle foi de 0,05 cm.h™' . Portanto, a taxa
que corresponde ao ED, ¢ 50% do valor da taxa de crescimento no
controle, ou seja, 0,025 cm.h*. Com este valor e com os dados da
Tabela 2, chegou-se a faixa de concentracio entre 100 e 150 mg.L™!
para os dois metais, o que corrobora os valores da Tabela 1.

A partir da analise dos dados expostos na Tabela 2, confirma-se
que o fungo apresentou maior tolerancia ao Zn(Il) do que ao Cr(VD),
em condicoes controladas, pois houve maior crescimento do fungo
na presenca de maiores concentracdes de Zn(Il) do que de Cr(VI),
ratificando a menor toxicidade de zinco para o fungo, ja que este é
um elemento essencial (DURUIBE; OGWUEGBU; EGWURUGWU,
2007), menos toxico aos seres humanos que o cromo (NIES, 1999;
BRUINS; KAPIL; OCHME, 1999).

Tabela 2 — Crescimento médio do micélio de Aspergillus niger e taxa de
crescimento em cm.h"" nas concentragoes de 0 a 500 mg.L", de Cr(VI)
e de Zn(ll), em 144 horas de experimento

Crescimento Taxa de crescimento

Concentragéo (mg.L") médio (cm) (cm.h")
Zn(ll)  Cr(Vl) Zn(ll) cr(ll)

0 8,00 8,00 0,05 0,05
20 8,00 8,00 0,05 0,05
50 8,00 8,00 0,05 0,05
100 5,65 7,12 0,03 0,04
150 3,27 0,00 0,02 0,00
200 2,17 0,00 0,01 0,00
300 1,77 0,00 0,01 0,00
400 1,10 0,00 0,007 0,00
500 0,00 0,00 0,00 0,00
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A partir de 100 mg.L!, observou-se o inicio da inibi¢éo no cresci-
mento micelial do fungo, tanto para Zn(Il) quanto para Cr(VI), o que
reflete em menor taxa de crescimento micelial na presenca de ambos
metais (Tabela 2).

A presenca de metais pode alterar também a coloracao tipica do
fungo (EZZOUHRI et al., 2009). No caso da Linhagem de Aspergillus
niger estudada, foi observado um clareamento da pigmentacéo do mi-
célio, tanto na presenca de Zn(II) como na de Cr(VI). Tais mudancas
sdao comuns em espécies fungicas.

Em presenca de 300 mg Zn(II).L"!, houve inibicdo do cresci-
mento micelial em 77,80% em relacao ao controle (Tabela 2). Em
seus experimentos, Babich e Stotzky (1978), adicionaram 300 mg
Zn(I1).L!" ao meio de crescimento e observaram reducao de apro-
ximadamente 50% no crescimento micelial do controle (sem zin-
co), de Fusarium solani, Cunnighamella echinulata, Aspergillus niger
e Trichoderma viride. Comparando com a linhagem de Aspergillus
niger estudada neste trabalho observou-se que a mesma foi menos
tolerante ao Zn(Il) que a linhagem estudada por Babich e Stotzky
(1978). Esta tolerancia pode ser consequéncia do requerimento
deste metal como micronutriente essencial ao metabolismo de
fungos e também na participacdo da sintese de enzimas.

Também foram observadas diferentes taxas de crescimento do
fungo em presenca de Zn(Il) e Cr(VD), indicando que a tolerancia
do fungo aos metais depende do tipo e concentracao de metal e da
sua capacidade de adaptacéo, fato que corrobora com o estudo de
Zafar, Aqil e Ahmad (2007), no qual os autores verificaram que a
variacdo na tolerancia deve-se a um ou mais tipos de mecanismos
de resisténcia, os quais podem ser producdo de enzimas, como a
redutase (SRIVASTAVA; THAKUR, 2006a); imobilizacdo de me-
tais por formacao de complexo, como os quelatos; bioacumulacao
ou biossorcao; entre outros (AHMAD et al., 2005; GUIBAL et al.,
1992). Desse modo, nédo foi possivel identificar o mecanismo de
resisténcia atuante devido a falta de estudos genéticos e molecu-
lares para os fenomenos de tolerancia e detoxificacdo de metais,
apresentados por microrganismos. Segundo Srivastava e Thakur
(2006b) e Ezzouhri et al. (2009), a detoxificacdo de Cr(VI) por
Aspergillus niger € mediada por enzimas antioxidantes, tais como
as peroxidases, a catalase e o ascorbato peroxidase.

Pela andlise do teste de crescimento micelial do fungo na pre-
senca dos metais, observou-se maior concentracdo, com cresci-
mento micelial de 400 mg.L"! tanto para o Cr(VI) quanto para o
Zn(II). Esse crescimento foi gradativamente inibido com aumento
da concentracéo de 0 para 400 mg.L! para os dois metais estuda-
dos. Entretanto, a inibicao foi mais acentuada para o Cr(VI).

Como 0s esporos sdo estruturas muito resistentes, espera-se
que a fase vegetativa, aquela na qual o micélio ja esta formado,
como no caso dos discos de micélio, seja bastante resistente as
condi¢oes adversas. Se comparado com o mesmo teste para fase

germinativa, observou-se que o fungo Aspergillus niger, na fase

vegetativa, apresentou maior tolerancia aos metais, o que signi-
fica que, apesar da inibicao ser menor na fase vegetativa, o cresci-
mento do fungo nao é impedido pela presenca destes metais na fase
germinativa.

Alinhagem de fungo Aspergillus niger estudada apresentou niveis de
tolerancia diferentes para Zn(II) e Cr(VI) e seu uso, para tratamento de

efluentes poluidos com metais, deve ser objeto de estudos posteriores.

Discussao

Como zinco é um elemento essencial para o metabolismo do
fungo (BABICH; STOTZKY, 1978; ANSARI; MARR; TARIQ, 2004;
GADD et al., 2001; JI; SILVER, 1995), este metal deve ter sido
usado para atividades de germinacdo, o que pode ter favorecido
maior desenvolvimento dos esporos na fase inicial da germinacéo.
Entretanto, no decorrer do experimento, foi observado que a ger-
minacao tornou-se lenta, como consequéncia da inibicao na fase
de esporulacdo, porém sem interromper completamente o desen-
volvimento. Gadd et al. (2001) também observaram diminuicao
no desenvolvimento dos fungos de Trichoderma viride e Rizhopus
arrhizus em presenca de zinco e outros metais.

O zinco ajuda a manter integridade de ribossomos, membra-
nas biologicas e também é requerido para o crescimento de mi-
crorganismos; contudo, concentracoes elevadas desse metal po-
dem ser inibitorias ou toxicas para as atividades celulares e de
crescimento, causar inibicdo da respiracdo e da germinacao dos
esporos (BABICH; STORTZKY, 1978).

A presenca de metais pode alterar também a coloracdo ti-
pica do fungo (EZZOUHRI et al., 2009). No caso da linhagem
de Aspergillus niger estudada, foi observado um clareamento da
pigmentacdo do micélio, tanto em presenca de Zn(Il) como em
presenca de Cr(VI). Tais mudancas sdo comuns em espécies
fungicas.

Foram observadas diferentes taxas de crescimento do fun-
go em presenca de Zn(Il) e Cr(VI), indicando que a tolerancia
do fungo aos metais depende do tipo e concentracdo de metal,
e da sua capacidade de adaptacdo, fato que corrobora o estudo
de Zafar, Aqil e Ahmad (2007), no qual os autores verificaram
que a variacdo na tolerancia deve-se a um ou mais tipos de meca-
nismos de resisténcia. Tais mecanismos podem ser producdo de
enzimas, como a redutase (SRIVASTAVA; THAKUR, 2006a), imo-
bilizacdo de metais por formacio de complexo, como os quelatos,
bioacumulacio ou biossorcdo, entre outros (AHMAD et al., 2005;
GUIBAL et al, 1992), nao sendo possivel identificar o mecanismo
de resisténcia atuante devido a falta de estudos genéticos e mole-
culares para os fendmenos de tolerancia e detoxificacdo de metais,
apresentados por microrganismos. Segundo Srivastava e Thakur
(2006b) e Ezzouhri et al., (2009), a detoxificacdo de Cr(VI) por

Eng Sanit Ambient | v.16 n.3 | jul/set 2011 | 237-244



Efeito da toxicidade de Cr(VI) e Zn(ll) no crescimento do fungo Aspergillus niger

Aspergillus niger € mediada por enzimas antioxidantes, tais como

as peroxidases, catalase e ascorbato peroxidase.

Conclusoes

A linhagem de Aspergillus niger estudada foi mais resistente ao
Zn(II) do que ao Cr(VI). O fungo foi completamente inibido em con-
centracoes acima de 500 mg Zn(1I).L* e 150 mg Cr(VD.L*. O ED.,
para os dois fons metalicos, nas condicoes estudadas, esta na faixa en-
tre 100 e 150 mg.L*. O fungo apresentou maior resisténcia aos metais

estudados, Zn(Il) e Cr(VI), na fase vegetativa do que na germinativa.
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