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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade metabolica do fungo Aspergillus Niger com
diferentes substratos organicos (acetato, glicose e acido acético). Para realizacdo deste estudo os fungos foram
crescidos em pellets e submetidos a testes respirométricos adicionando os substratos organicos e observando a
taxa de consumo de oxigénio (TCO) no metabolismo de cada composto. Através dos resultados de TCO
maxima, DQO oxidada e da constante de meia saturacdo foi possivel afirmar que o fungo teve mais afinidade
com é&cido acético, embora determinando a constante de meia saturacdo para os trés substratos os mesmos
apresentaram valores baixos, indicando que o fungo é capaz de utiliza-los a velocidade maxima até esgota-los.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus niger, substrato organico, Respirometria, Taxa de consumo de oxigénio.

INTRODUCAO

O metabolismo dos microrganismos refere-se aos processos bioquimicos que envolvem a degradacdo de
macromoléculas (catabolismo), tendo como resultado a produgdo de energia, e anabolismo onde ha a
conversdo do material organico em um novo material celular.

Em principio essas reagdes bioquimicas de mineralizagdo de compostos e sintese celular resultam em
fendbmenos mensurdveis. A oxidagdo de material orgénico por microrganismos heterotréficos causa consumo
de oxigénio dissolvido na &4gua em que se realiza o metabolismo e este consumo pode ser determinado
experimentalmente, portanto a taxa metabdlica pode ser estimada através da medicéo da taxa de consumo de
oxigénio.
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A taxa de respiragdo ou taxa de consumo de oxigénio (TCO) é uma das poucas variaveis acessiveis que indica
a atividade biolégica (VAN HAANDEL; MARAIS, 1999). Se o catabolismo é oxidativo, a massa de material
orgénico catabolizada ou oxidada pode ser determinada pela massa de oxidante consumido, se tem por
definicdo que 1 grama de OD consumido equivale a 1 grama de DQO oxidada (METCALF; EDDY, 2003).

Como o consumo de oxigénio é diretamente associado a remogéo de substrato e ao crescimento da biomassa, a
respirometria € uma técnica Gtil para a modelagem e operacdo de processos que envolvem o uso de
microrganismos aerdbios no tratamento de aguas residuarias (COKGOR et al., 2009).

Os ensaios respirométricos associados a modelos matematicos sdo comumente realizados fazendo uso de
substratos especificos que serdo consumidos por grupos alvo, a exemplo de fonte de carbono para os grupos
heterotroficos para determinaco dos dados cinéticos e estequiométricos de comunidades biologicas em
sistemas de lodo ativado.

A respirometria é uma técnica de grande importancia na avaliagdo da afinidade de diferentes substratos com
microrganismos heterotroficos, contudo, ndo é recorrente a aplicagdo com fungos no metabolismo oxidativo.
Os fungos possuem a habilidade de se desenvolverem em qualquer substancia orgénica, fazendo uso de
substratos variados, como 0s compostos recalcitrantes, utilizando-os como fonte de energia para crescimento e
manutencao do seu metabolismo.

Apesar de recente, em comparagdo com outros sistemas bioldgicos, a utilizacdo de fungos na biorremediacéo
de poluentes de facil e de dificil degradacdo tem sido relatada na literatura especializada devido ao potencial
enzimético desses microrganismos (VAN LEEUWEN et al., 2012).

Entre os compostos organicos, a glicose tem sido usada extensivamente como substrato modelo na
caracterizacdo cinética de diferentes populagdes de microrganismos e no co-metabolismo dos fungos na
degradacdo de compostos recalcitrantes como fenol, corantes e pesticidas (SANTAELLA et al. 2009; PAN et
al. 2008; SAMPAIO, 2005).

Apesar do frequente uso principalmente da glicose, além da sacarose, frutose e outros compostos organicos
desconhece-se sobre os substratos os quais sao de maior afinidade com fungos. Entende-se como substrato de
maior afinidade com os microrganismos aerébios, 0s que exercem maior consumo de oxigénio, menor
constante de meia saturacao e elevadas taxas de TCO (GARCIA-OCHOA et al., 2010).

Dessa forma o presente trabalho teve como objetivo avaliar o metabolismo de trés diferentes substratos
organicos a fim de caracterizar o de melhor afinidade com o fungo Aspergillus Niger, tendo-se como recurso o
uso da respirometria.

MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foi utilizada a linhagem Aspergillus niger AN 400 como in6culo devido a comprovada
capacidade da sintese de um grande nimero de metabdlitos e de crescer em diferentes fontes de matéria
organica, caracterizando-o como um microrganismo que pode ser utilizado no tratamento bioldgico de aguas
residuarias (FELIX, 2005).

CULTIVO E PREPARO DO INOCULO FUNGICO

Para obtencéo do indculo, os esporos do fungo A. niger foram crescidos em placas de Petri contendo 15 mL do
meio solido Agar batata dextrose e incubados a 28 °C. Apds o tempo de incubagdo de 7 dias, com auxilio de
alca de Drigalski, removiam-se os esporos com solugdo salina com Tween-80 0,1 % (v/v) formando uma
suspensdo, 0s quais eram transferidos e armazenados em frascos esterilizados.

Para determinar a concentracdo de esporos da suspensao foi usada uma aliquota diluida para uma razédo de 1:50
e transferida para uma camara de Neubauer de 0,1 mm? até o completo preenchimento. Um microscépio 6ptico
com aumento de 400x foi utilizado para a contagem microscopica.
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PRODUCAO DOS PELLETS

O crescimento do fungo foi realizado utilizando um conjunto de erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de
farinha de trigo a 20 g.L* e 1 mL da solucdo nutritiva de Vishniac. O meio de crescimento foi previamente
esterilizado e teve o pH ajustado para 4,0 com H2SO4 1N antes da adi¢do dos esporos na concentracéo de 2,0 x
10% esporos/mL. Em seguida os frascos foram fechados com algoddo hidréfobo e submetidos a agitacdo orbital
de 120 rpm durante 72 h a 30 °C, para crescimento do micélio e peletizacao.

Decorrido o tempo de reacdo os pellets foram retirados e separados do substrato em peneira de 1 mm de
malha, lavados com &gua destilada e secos para serem utilizados nos ensaios de respirometria. Nos ensaios 0s
pellets foram imerso em meio acido (solucéo tampéo pH 4,0), obtendo o volume final de 1 L.

TESTES RESPIROMETRICOS COM SUBSTRATOS ORGANICOS

Os ensaios respirométricos seguiram o procedimento descrito por Catunda et al. (1996). Nos ensaios de
respirometria utilizou-se o respirdmetro Beluga S32c, do tipo aberto e com aeracdo fornecida de forma
semicontinua.

Um aerador era ligado ao respirdmetro que através do software do equipamento ativava o aerador quando as
concentragdes de OD atingia um limite inferior de 1,0 mg.L™ e desativava quando atingia o limite superior
também estabelecido de 3,0 mg.L%, tornando assim ciclos com aeragéo e sem aeracéo.

Os valores de referéncia foram escolhidos de acordo com a resposta metabolica do fungo, para que nédo
houvesse erro na leitura da TCO. Durante os periodos sem aeragcdo em que havia a diminuicdo de OD pela
biomassa de fungos, o software calcula os valores da TCO a partir da diminuicdo linear da concentragéo de
OD em fungdo do tempo.

Os dados de TCO, OD e temperatura foram registrados automaticamente e arquivados em planilhas do Excel,

sendo que a TCO e a concentracdo de OD podiam ser vistas graficamente na tela do monitor. A Figura la
mostra o aparato instrumental e a Figura 1b um respirograma gerado durante o0s ensaios com o fungo.
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Figura 1: Equipamentos usados nos testes respirométi’icb (a) Respirograma gerado nos testes com fungo
A. niger apds adigdo de substrato (b).

SUBSTRATOS UTILIZADOS NOS ENSAIOS RESPIROMETRICOS

Para realizacdo dos testes respirométricos com A. niger, foram utilizados 03 (trés) compostos organicos,
simulando a matéria organica na forma de DQO: acetato de sddio, composto solivel que é normalmente
utilizado para testes com bactérias heterotréficas devido a sua comprovada facilidade de assimilacdo, glicose
normalmente utilizada como substrato auxiliar na degradacdo de compostos recalcitrantes por fungos com
amplo uso em processos fermentativos para a producdo de acidos organicos e por fim, acido acético (Tabela
1).
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Tabela 1: Substratos utilizados como fonte de carbono nos ensaios.

Substratos

Classificacao

DQO tedrica
g DQO/g de substrato

Férmula quimica

Acetato de sddio Sal trihidratado 0,949 NaC;Hs0,.3H,0
Glicose Monossacarideo 1,066 CsH1206
Acido acético Acido carboxilico 1,066 C,H40;

Foram realizados seis ensaios com cada substrato produzindo 18 respirogramas no total. Nos testes
respirométricos, a mesma quantidade em termos de DQO era utilizada para os substratos (60 mg.L ), a parti de
uma solucdo estoque preparada com concentragdo de DQO previamente conhecida (método titulométrico,
Standard Methods 5220 C / APHA et al. 2012).

CRITERIOS PARA DEFINIGAO DO MELHOR SUBSTRATO PARA ENSAIOS COM O FUNGO
ASPERGILLUS NIGER

Como se encontra ilustrado no respirograma abaixo (Figura 2), na definicdo do substrato de maior afinidade
para cada composto organico testado foi determinado:

- A taxa maxima exercida de consumo de oxigénio (TCO max.), esse valor foi verificado diretamente no
respirograma gerado ap6s adi¢do dos compostos organicos ou nos dados armazenados;

- O maior consumo de oxigénio na respiracdo exdgena, calculado a partir da area debaixo da curva,
considerando que a &rea € composta por uma série de trapézios formados pelos valores de duas TCO’s
consecutivas;

- E a constante de meia saturagdo de Monod (1949), valor determinado no momento em que a TCO exdgena se
reduz em 50 % do seu valor maximo (TCOexo/2), nesse instante a concentracdo do substrato é igual a
constante de meia saturacdo (Kss).

TCO ex6 max
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Figura 2: Respirograma produzido apds adicéo de substrato para a determinacdo da TCO max,
respiragdo exégena e a constante de meia saturacao.

RESULTADOS
CRESCIMENTO DO FUNGO

Como pode ser verificado na Figura 3, usando farinha de trigo como substrato, nessas condi¢Bes de ensaio
permitiu o crescimento fungo na forma de pellets, morfologia que se caracteriza por massas miceliais
densamente entrelacadas e compactas.
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Essa morfologia é desejavel em diversos processos biolégicos, devido os pellets ndo alterar excessivamente a
viscosidade do meio em comparagdo ao crescimento filamentoso do fungo, o que favorece a transferéncia de
oxigénio, reduzindo o consumo de energia para aeracao e agitacdo em biorreatores (KRULL et al., 2013).

Figura 3: Morfologia apresentada pelo Aspergillus niger crescido em farinha de trigo no final de 72 h.

METABOLISMO OXIDATIVO DOS COMPOSTOS ORGANICOS

A Figura 4 mostra que repetindo a adicdo dos dois substratos (acetato e glicose) na mesma concentracdo na
batelada de pellets observou-se em boa aproximacéao que as curvas de TCO também se repetiram, indicando

uma boa confiabilidade dos ensaios.
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Figura 4: Perfil tipico da TCO apds adi¢do de acetato e glicose aos pellets do fungo. Autor, 2016.

A area da curva compreendida entre a TCO endogena e a TCO exdgena representa 0 consumo de oxigénio
para a utilizacdo do substrato. Esse consumo de oxigénio é equivalente a DQO do substrato consumido no
catabolismo. Na avaliagdo da DQO oxidada, nos testes respirométricos utilizando os trés substratos
biodegradavel e sollvel, os resultados demonstraram que o fungo A. Niger utilizou mais oxigénio para
metabolizar o &cido acético, seguido pelo acetato e glicose.

llustrando um dos resultados para os trés substratos (acido acético, acetato e glicose) a fracdo de DQO oxidada
de 60 mg.L! adicionada foi respectivamente de 24,4 mg.L?, 20,0 mg.L? e 5,3 mg.L™, conforme a Figura 5 .
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Figura 5: Metabolismo oxidativo pela batelada de pellets fungicos dos trés substratos organicos.

RECUPERAGAO DO COMPOSTO ORGANICO ADICIONADO

Nos ensaios com 0s compostos organicos foi verificada sempre uma boa recuperacdo para o substrato acetato
de sdédio com valor médio de 99,2 %. Essa recuperacdo foi determinada através do calculo das areas dos
graficos sabendo que 1/3 da DQO é oxidada e 2/3 sdo sintetizados (VAN HAANDEL; MARAIS, 1999).

No caso do uso do &cido acético a fracdo oxidada foi sempre maior do que 1/3 indicando uma maior facilidade
de assimilacdo desse composto pelo fungo (128,1 %). A excec¢do foi o substrato glicose adicionado, em que
ndo houve boa correspondéncia entre a demanda tedrica de oxigénio (20 mg.L?) e a demanda observada
experimentalmente apresentando o menor percentual médio de recuperagdo (22,3 %).

A Figura 6 mostra a possivel rota metabolica de cada composto, em que se verifica a maior oxidacdo dos
compostos, acido acético e acetato, com respectivos percentuais destinados ao catabolismo de 46 % e 33 %. A
glicose sempre exerceu um menor consumo de oxigénio evidenciando uma menos parcela de DQO oxidada
(7,6 %). Contudo, nos testes ndo é possivel afirmar se a maior fracdo que ndo foi oxidada (92,4 %) seguiu
completamente para a rota anabolica ou se alguma parcela ficou inalterada no meio.

Fragdo ce DQO catabolizada

; Fragao de DQO catabolizada Fracio da DQO catabelizada
Fragio de DQO anabolzada ou inalterada

Fragio de DQO anabolizada ou inallerada Fracfio da DQO anbolizada ou inalterada

92.4%

54%

4B%
Acido acético Acetato de sodio Glicose

Figura 6: Fracdo de matéria organica destinada ao metabolismo oxidativo e anabolizada e/ou inalterada

DETERMINACAO DA TCO MAXIMA E DA CONSTANTE DE MEIA SATURACAO (Kss)

A Tabela 2 refere-se aos dados médios de TCO maxima, TCO exdgena e a constante de meia saturacdo de
cada substrato. Em relagdo as TCOs maximas o substrato acido acético apresentou maior valor (59,5 mg.L.h),
seguido por acetato (54,8 mg.L.h"%) e glicose (46,2 mg.L.h™). Os resultados apoiam os dados da literatura em
que os substratos de maior afinidade com o microrganismo exercem maior TCO, como ocorre com 0 4cido
acético, com maior valor da TCO exdgena referente ao metabolismo oxidativo (31,6 mg.L.h%).

Para os substratos utilizados na concentragdo de 60 mg.L* com a batelada de pellets de fungos a constante de
meia saturagdo variou de acordo com o substrato, o valor médio de Kss para o acido acético foi de 2,2 mg.L?,
para o acetato foi de 2,8 e para a glicose ligeiramente maior (5,4 mg.L™?). Os valores baixos de Kss na
utilizacdo de material organico totalmente solGvel como acetato, glicose e acido acético ocorrem a velocidade
maxima praticamente até esgotar o substrato.
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Tabela 2: Dados médios referentes a TCO maxima, TCO exdégena e a constante de meia saturacéo (Kss),
para os diferentes compostos organicos. Autor, 2016.

Substrato TCO maxima TCO exoégena Constantg de meia
(mg.L.h'1) (mg.L.h'1) saturacdo (Kss)
Acido acético 59,5 31,6 2,2
Acetato 54,8 25,6 2,8
Glicose 46,2 16,3 5,4
CONCLUSOES

Através dos resultados pode-se afirmar que a respirometria se mostra uma ferramenta importante para avaliar a
afinidade de microrganismos aerébios com diferentes substratos. Utilizando a taxa de consumo de oxigénio
(TCO), foi possivel determinar que o fungo A. Niger tem o metabolismo diferente dependendo do composto
organico assimilado.

Os substratos usados nos testes causaram consumo de oxigénio no meio liquido, demonstrando que o fungo é
capaz de utilizar &cido acético, glicose e acetato. A taxa de utilizacdo do material organico pelos pellets
fungico mostrou que o substrato &cido acético foi o composto mais utilizado no processo metabdlico com
maiores valores de TCO.

A constante de meia saturacdo também variou de acordo com o substrato, apresentando baixos valores
indicando que o fungo assimila todos os compostos estudados a toda velocidade. Quanto menor o valor de Kss
maior ¢ afinidade do microrganismo com um dado substrato e maior é a taxa de crescimento, seguindo essa
légica, o &cido acético entre os substratos testados apresentou 0 menor Kss e a maior TCO, apoiando 0 seu uso
como cossubstrato para crescimento do fungo Aspergillus Niger na degradacdo de compostos recalcitrantes.
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