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RESUMO

A indastria do curtume é uma das principais atividades econémicas no Brasil com
grande geracdo de divisas e empregos, contudo o processo de curtimento apresenta sérios
riscos ambientais e a saude humana devido a grande quantidade de efluentes gerados com alta
carga de matéria orgénica e inorganica. Sendo o cromo um dos principais composto no
beneficiamento do couro e por este apresentar grande toxidade aos seres vivos, faz-se
necessario um processo de tratamento adequado do fluente. A utilizacdo de biossorventes com
capacidade para degradacédo, retencdo, remocao ou recuperacdo de poluentes recalcitrantes
tem sido empregado com sucesso em tratamento de efluentes industriais. Neste, estudo foi
investigado o potencial biotecnolégico do fungo Cunninghamella elegans (UCP 542/WFCC)
para a producdo de biomassa e quitosana, utilizando uma abundante suplementacdo de
aminoacidos (asparagina e milhocina) associados a sacarose, empregando um planejamento
fatorial completo de 23 para avaliar as interacdes e efeitos dos componentes. Os resultados
obtidos indicaram que 0s ensaios no ponto central (Asparagina 0,025%, Sacarose 0,15%,
suplementado com 0,45% de Milhocina), com relacdo Carbono:Nitrogénio de 2:6,
observando-se rendimentos méaximos de biomassa de 16,95g.L™" e quitosana 2,14g.L™. Os
dados obtidos foram validados por meio de Diagramas de Pareto, grau de desacetilacdo da
quitosana (75, 25%), atraves das bandas observadas por espectrofotometria ao raio
infravermelho e difracdo de raio X. Estudos subsequentes foram realizados utilizando
biomassa de C. elegans como sorbente na remoc¢édo de diferentes concentragdes de Cr(VI) em
solugdo aquosa. Os resultados obtidos demonstraram a remo¢do maxima de 97,2%, 90 %,
72,04%, 41,74 %, 36,39 % e 22, 16%, obtidos respectivamente para concentracdes de 5, 10,
25, 50, 75 e 100 mg / L de Cr (VI), pela biomassa C. elegans em 96h. A adsor¢do de cromo
no micélio do fungo foi proporcional a concentracdo de cromo adsorvida. Os estudos
cinéticos com a adsor¢do do cromo demonstraram um modelo pseudo de segunda ordem. Em
seguida, investigacdes foram realizadas com o efluente da inddstria de curtume caracterizando
o efluente bruto, com posterior tratamento com a biomassa fangica. O efluente bruto
apresentou um total de 42,46 mg.kg® de cromo, além de elevados niveis de célcio
(9.218,40mg.L™), magnésio (187,18 mg.L™) e cloreto (2162,43 mg.L™). Apés o tratamento
com 0 maximo de biomassa (2,4g.L™) de C. elegans observou-se uma biossor¢io do cromo de
92%, demonstrando ainda, uma reducdo da dureza 99,5% para calcio, 56,0% para magnesio e
76,9% para cloreto. O efluente apds o tratamento com a biomassa demonstrou reducdo da
fitotoxicidade para germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa) e repolho (Brassica
olarecea var. capitata). Os resultados obtidos sugerem que a biomassa de C. elegans €
potencialmente aplicavel para remocgéo do cromo provenientes de efluentes industriais, tendo
em vista a utilizacdo subprodutos como a milhocina para a producdo de biomassa como um
fator importante para o baixo custo do processo.

Palavras chave: Cunninghamella elegan, Biossor¢do, Cromo (V1), Efluente de curtume.


http://www.jardineiro.net/plantas/alface-lactuca-sativa.html

ABSTRACT

The tanning industry is a major economic activity in Brazil with large foreign exchange
earnings and jobs, yet the tanning process presents serious environmental and human health
risks due to the large amount of effluents with high load of organic and inorganic matter.
Being one of the major chromium compound in leather processing and presenting this great
toxicity to living beings, it is necessary a process of proper treatment of the effluent. The use
of biosorbents capable of degradation, retention, removal or recovery of recalcitrant pollutants
has been successfully employed in industrial wastewater treatment. In this, we investigate the
biotechnological potential of the fungus Cunninghamella elegans (UCP 542/WFCC) for the
production of biomass and chitosan, using an abundant amino acid supplementation (corn
steep liquor and asparagine) associated with sucrose, employing a full factorial design 2 3 to
assess the interactions and effects of the components. The results indicated that the tests at the
midpoint (Asparagine 0.025%, 0.15% sucrose, supplemented with 0.45% of corn steep
liquor), with respect Carbon: Nitrogen 2:6, observing maximum yield of biomass of 16 ,
chitosan 95g.L-1 and 2.14 gL-1. The data were validated by Pareto, degree of deacetylation of
chitosan (75, 25%), through the bands observed by the infrared ray spectroscopy and X-ray
diffraction Subsequent studies were conducted using biomass C. elegans as a sorbent in the
removal of various concentrations of Cr (VI) in aqueous solution. The results showed
maximum removal of 97.2%, 90%, 72.04%, 41.74%, 36.39% and 22 16%, respectively
obtained for concentrations of 5, 10, 25, 50, 75 and 100 mg / | of Cr (VI) by biomass C.
elegans in 96h. The adsorption of chromium in the mycelium of the fungus was proportional
to the concentration of chromium adsorbed. The Kinetic studies demonstrated the adsorption
of chromium pseudo a model of second order. Then, investigations were carried out with the
effluent from the tanning industry featuring the raw effluent with subsequent treatment with
fungal biomass. The raw effluent had a total of 42.46 mg.kg-1 chrome, and high calcium
levels (9218.40 mg L-1), magnesium (187.18 mg L-1) and chloride (2162.43 mg.L-1). After
treatment with the maximum biomass (2.4 gL-1) C. elegans revealed a biosorption of
chromium than 92%, still showing a reduction of 99.5% for calcium hardness, 56.0% to
76.9% for magnesium and chloride. The effluent after treatment with biomass showed a
reduction in phytotoxicity to seed germination of lettuce (Lactuca sativa) and cabbage
(Brassica olarecea var. Capitata). The results suggest that C. elegans biomass is potentially
applicable for removal of chromium from industrial effluents, ten - in order to use by-
products such as corn steep liquor for the production of biomass as an important factor for the
low cost of the process.

Keywords: Cunninghamella elegans, Biosorption, Chromium (VI), Tannery wastewater.
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Producédo de biomassa e quitosana por C. elegans UCP/WFCC 0542 ... 11

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento industrial é um dos grandes responsaveis pela melhoria da
qualidade de vida da populacdo mundial, entretanto ele também pode gerar maleficios, ndo s6
a humanidade, mas a “saude planetaria”. Como resultado dos diversos processos industriais,
muitos residuos, contendo substancias organicas e inorganicas, sao descartados ao meio
ambiente, acarretando, desta forma, no desequilibrio e degradacdo de diversos ecossistemas
(KOLPIN et al., 2002; LUCAS et al., 2007; BORBA, 2010).

As &guas residuarias de indistrias (téxteis, alimenticias, farmacéuticas,
petrogquimicas, siderurgicas, termoelétricas, cosméticas, de curtume, papeis, plasticos,
madeiras, tintas, fertilizantes, automodveis, vidros e de cimentos) contém grandes
concentracdes de rejeitos, 0s quais sdo, em sua maioria, residuos de dificil degradacéo;
quando lancados aos recursos naturais, sem qualquer tipo de tratamento, tornam-se bastante
preocupantes por seu “poder poluente” (NJIKI et al., 2009; PALACIO et al., 2009; GRUPTA
et al, 2010). O processo de tratamento de couro, por exemplo, caracteriza-se por empregar
grandes quantidades de agua, devido as diversas etapas de tratamento da pele, realizadas em
fase aquosa ou em regime de batelada, sendo, por isso, um grande gerador de agua residuaria.
A industria de couro emprega cerca de 30-40L agua/Kg de pele processada, podendo chegar
ao consumo de 50L agua/Kg de pele processada, quando o uso da agua € ineficiente.
Consequentemente, um curtume de porte médio, que processe 3.000 peles salgadas/dia,
consome aproximadamente 1.900 m® de &gua/dia, equivalente ao consumo diario de uma
populacdo de 10.500 habitantes, tendo o consumo médio per capita de 180 L/dia. Dessa
maneira, 0 curtume pode comprometer o equilibrio de mananciais e dos recursos hidricos em
geral (GANEN, 2007).

Dados estatisticos mundiais apontaram que no ano de 2008, o rebanho de bovinos
alcancou a marca de 1,57 bilhGes de cabecas de gado, registrando-se também que o comércio
mundial de couros e artigos bovinos evoluiu da década de setenta a 2007 em US$ 58,2 bilhdes
(FAO, 2008).

A industria do couro no Brasil tem grande importancia para a economia do pais,
sendo um setor gque apresenta grande geracao de divisas e de empregos, além do couro estar
entre os principais produtos de exportacdo brasileira. O Brasil ocupa lugar de destaque no

setor coureiro, sendo considerado um dos maiores exportadores mundiais de couro bovino do
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mundo com rebanho de 200 milhdes de cabegas.

Segundo os dados do Centro das Industrias de Curtumes do Brasil (CICB) em
2008, o setor coureiro-calgadista brasileiro movimentou um PIB estimado em US$ 3,5
bilhdes, representando 8% da balanga comercial brasileira; este setor dispdem de 800
empresas de producdo e processamento de couro, havendo 50 mil postos de trabalho
(SILVEIRA, 2009).

A utilizacdo de metais pesados é comum no tratamento de produtos nas indUstrias
de curtume, sendo o cromo o mais utilizado (NJIKI et al., 2009). Neste aspecto, compreende-
se que o lancamento de &guas residuarias industriais com metais pesados podem afetar
diretamente os ambientes aquaticos de corpos receptores, tornando-se uma ameaga para 0S
seres vivos (DURUIBE et al., 2007). Por conta de danos ambientais, varios estudos sdo
dirigidos a busca de alternativas que permitam o reuso e reciclo da agua atraves do tratamento
de efluentes (HU et al., 2008; PIETROBELLI et al., 2009).

Os residuos liquidos gerados nos processos de curtimento do couro apresentam
uma alta carga de matéria organica e inorganica, isto ocorre em funcdo da consideravel
quantidade de proteinas e gorduras eliminadas da pele do animal e do excesso de produtos
quimicos e metais pesados utilizados. Portanto, os efluentes gerados pelo setor coureiro
apresentam resultados preocupantes a respeito de solidos totais (ST), solidos totais fixos
(STF), solidos totais volateis (STV), solidos em suspensdo, demanda quimica de oxigénio
(DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), sulfetos, pH (alcalino), aléem da
concentracdo de ions cromo (PIETROBELLLI et al., 2009)

Um beneficiamento de couro, que atenda as exigéncias do mercado, necessita de
um processamento fisico-quimico muito intenso, envolvendo grande quantidade de
substancias quimicas, em especial substancias a base de cromo, tais como: dicromato de
potassio e o dicromato de sodio, vistas como as mais perigosas, toxicas; e gerando,
conseqlentemente, muitos residuos, potencialmente agressivos ao meio ambiente. Sendo
assim, o lancamento de efluentes industriais de curtume sem tratamento adequado representa
uma ameaca a biota aquatica e a satde humana, além de promover a degradacdo do meio e
alteracdo de sua qualidade (VALE et al., 2011).

O cromo pode ser usado, em grande quantidade, para a transformacao de peles de
animais em um produto resistente a degradagdo. Todavia, um fato preocupante é que 40% do
cromo utilizado nesta técnica é desprezado no ambiente, sendo necessaria utilizacdo de

técnicas para remocdo do metal pesado do ambiente. O composto usado nesse processo na
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forma de sulfato de cromo Il (Cry(SQO,4)), promove o enrijecimento da pele, garantindo a
preservacdo final do produto. Contudo duas formas de cromo s&o utilizadas nos curtumes, o
Cr (111) e o Cr(VI). O Cr (Ill) apresenta-se nos rejeitos na forma soltvel e até mesmo em
baixas concentracbes, sendo toxico aos peixes e plantas aquéaticas, além de inibir a
fotossintese. O Cr (V1) encontra-se em menor quantidade nos efluentes de curtume, podendo
ser absorvido e acumulado nas branquias dos peixes, causando grande risco a esse seres
aquaticos e saude humana (DURAN; ESPOSITO, 2000; ACEVEDO, 2010).

O tratamento de ambientes contaminados por metais pesados geralmente envolve
processos fisico-quimicos de precipitacdo, floculacdo, eletrélise, cristalizacdo ou adsorcao,
porém esses métodos sdo onerosos, além de também poder contribuir para a formacdo de
novos contaminantes. Portanto, torna-se indispensavel o desenvolvimento de tecnologias mais
precisas e de facil realizacdo na remocdo de metais dos efluentes (PIETROBELLI et al.,
2009). Uma das tecnologias alternativas que vem sendo utilizada € o processo de biossor¢édo
através de tratamento microbioldgico, com base nas propriedades dos componentes de
superficie celular dos micro-organismos (fungos filamentosos, leveduras e bactérias) e varios
materiais bioldgicos como residuos da producdo agroindustrial, com capacidade para
retencdo, remocdo ou recuperacdo de poluentes recalcitrantes. (CARNEIRO e GARIGLIO
2010) Além de possivel a utilizacdo do potencial enzimatico dos micro-organismos no
processo de biotransformacdo, o qual envolve o processo de degradacdo, promovendo a
clivagem molecular dos compostos xenobidticos (ROCHA et al., 2005).

Os fungos da classe Zygomycetes, constituem um grupo especial de fungos de
grande interesse biotecnologico, considerando a sua capacidade de sobreviver em diversos
habitats, além da presenca de quitina e quitosana em suas paredes celulares
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

Biopolimeros como a quitina e quitosana extraidos da biomassa de
Cunninghamella elegans podem ser a grande alternativa para problematica dos efluentes,
podendo ser utilizados no processo de biossorcdo de metais pesados, a exemplo do ferro,
chumbo, cobre e cromo, de acordo com a concentracdo e pH da solucdo metalica (FRANCO
et al., 2004). Os mecanismos pelos quais 0s micro-organismos podem remover 0 Cromo
incluem: (a) a acumulacdo extracelular/precipitacdo; (b) absorcdo pela superficie celular
complexacdo ou biossorcdo e (c) acumulacdo intracelular. Varias pesquisas tém sido
desenvolvidas com o uso de adsorventes bioldgicos e ndo bioldgicos, na tentativa de

minimizar o conteudo do cromo em efluentes para alcangar a meta da diminui¢do do cromo
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em efluentes das industrias de curtumes. (BISHNOI, N. R. et al 2007; MORALES, et al,
2010; DALCIN, M. G,, et al 2011; BAJGAI, et al,2012).

A biossorcdo de cromo (VI) ou sua reducdo para cromo (I11), constatado como
menos tdxico, por micro-organismos sdo processos Uteis na remediacdo de sélidos e aguas
contaminadas. Entretanto, para o pleno desenvolvimento dessas oportunidades, é fundamental
que culturas puras e auténticas estejam disponiveis para o desenvolvimento desses projetos
biotecnoldgicos (DALCIN, 2011).

Considerando atualmente uma crescente exigéncia de qualidade nos processos de
beneficiamento do couro bem como uma tendéncia dos consumidores optando por produtos
mais ambientalmente responsaveis, foi essencial para que as empresas comecam a se adaptar
a este novo paradigma de mudancas no processo de producdo. Uma vez que os métodos
tradicionais vem acarretando uma série de danos impactante sobre o ambiente e a saude
(ALVES, et al. 2008).

Assim, de uma forma mais ampla, a busca pelo desenvolvimento de processos de
producdo de couro mais limpa, bem como, a melhoria da qualidade da matéria-prima tornam-
se cada vez mais importantes, exigindo avancos tecnolégicos nos processos de tratamento do
couro, de modo a substituir o uso de substancias xenobidticas, especialmente o cromo; como
também para o cumprimento de normas ambientais por meio do desenvolvimento de métodos

de tratamento e recuperacéo dos efluentes gerados pela industrias do couro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial biotecnolégico da Cunninghamella elegans (UCP/WFCC
0542) na producdo de biomassa e quitosana e aplicacdo na remo¢do do cromo em solugdes

aquosas e efluente de curtume.
2.2 Objetivos Especificos

 Investigar a associacdo de diferentes substratos na producdo da biomassa e de
quitosana por C. elegans empregando um planejamento fatorial de 2°;

 Extrair e caracterizar quitosana a partir da biomassa de C. elegans;

» Aplicar estudos cinéticos na remocdo do Cr(VI) pela biomassa de C. elegans
em diferentes concentragcdes em solucdo aquosa;

* Realizar estudos ultraestruturais sobre o mecanismo de sor¢do do cromo pela
biomassa de C. elegans;

» Avaliar e caracterizar bioquimicamente o efluente da industria de curtume;

* Investigar o processo de biossor¢cdo do cromo contido no efluente de curtume
pela biomassa de C. elegans;

» Avaliar a eficiéncia do processo de biossor¢éo do cromo;

 Investigar a fitotoxidade do efluente de curtume tratado com a biomassa de C.

elegans;
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 METAIS PESADOS E O MEIO AMBIENTE

3.1.1 Metais pesados

Nas Ultimas décadas, a crescente utilizacdo de recursos minerais pelas industrias e
0 conseqliente extrativismo, tornou-se sério problema a ser resolvido devido ao o impacto

potencial dos metais pesados ao meio ambiente, salide publica e economia. Quimicamente, 0s

metais pesados séo definidos como elemento de massa especifica superior a 5 g/cmg. Dentre
todos os metais pesados aqueles que estdo associados a problemas de poluicdo sédo o
antimoénio, arsénio, cadmio, cromo, cobalto, cobre, ferro, chumbo, mercurio, niquel, prata,
talio, estanho, vanadio e zinco (SZE et al., 1996; MALIK, 2004).

Os efluentes resultantes de atividades fabris ligadas a industria téxtil, eletronica,
metaldrgica entre outros contém quantidades consideraveis de metais pesados. Os problemas
relacionados ao meio ambiente e a saude publica ocasionados pela acdo desses metais estéo
geralmente ligados a emissdo de descargas incontroladas de &guas residuais podem gerar
danos irreparaveis aos ecossistemas e bioacumulacdo ao longo da cadeia alimentar com
consequente efeitos toxicos nos seres vivos . Sendo assim, as descargas feitas para cursos
aquaticos superficiais sem o tratamento adequado pode repercutir na acumulacdo e
consequente degradacdo desses corpos d’aguas (MALIK, 2004; AHLUWALIA; GOYAL,
2007).

3.1.2 Cromo

Particularmente, o elemento cromo pertence ao grupo dos metais de transicao,
descoberto em 1797 pelo quimico francés, Louis Vauquelin. A palavra cromo € originada do
grego “Chroma” que significa cor, devido a variabilidade da coloracdo dos compostos
contendo este elemento. O cromo é o sétimo mais abundante na terra e 0 vigésimo primeiro na
crosta terrestre onde varia entre 100 ¢ 300 pg.g™. A tabela 1 apresenta as propriedades fisicas
do referido elemento. Ele possui uma configuracéo eletrdnica 3d*.4s?, entretanto seu nimero

de oxidacdo mais alto correspondente ao total de elétrons dos subniveis 3d e 4s. Seus estados
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de oxidacdo variam entre -2 e +6, sendo os estados de oxidagdo +3 e +6 0s mais estaveis no
ambiente. (Siva 2001)

O cromo se encontra de forma abundante na crosta terrestre, em depdsitos
naturais, combinado a outros elementos, principalmente com o oxigénio. Os principais
compostos de cromo sdo os 6xidos de cromo Ill (Cr,03) de coloracdo verde e insolivel em
agua, oxido de cromo VI (CrO3") de coloragio vermelha com solubilidade em 4gua igual a
62,42 g L™ e o dicromato de potassio K,Cr,O7 de coloracdo alaranjada com solubilidade em
4gua igual a 11,7 g L™ A cromita ou dicromato de ferro é o mineral de cromo mais
importante economicamente, encontrado majoritariamente na Africa do Sul com 96% das
reservas mundiais, Russia e Filipinas; com 33,1% de FeO e 67,9% de Cr,03, porém o FeO
pode ser parcialmente substituido por MgO e o Cr,03; por Al,O3. O dicromato é utilizado na
obtencdo de cromo metélico, na liga de ferro-cromo utilizada no ago e em diversas classes de
ferros fundidos. Outras fontes menos comuns de cromo s&o: cromato de chumbo, PbCrO4 e 0
oxido de cromio Cr,03 (QUINTELAS, 2007; SILVA, 2011).

Tabela 1 - Propriedades fisicoquimicas do cromo

Simbolo Quimico Cr

Cor Metalico prateado
Caracteristicas Duro, resiste a corrosao
Ponto de fusdo 1907°C

Ponto de ebulicdo 2671°C

Numero Atémico 24

Massa Molar 51.996 ¢
Densidade 7.14gcm®
Volume atémico 7.23 cm3 mol™
Raio Atdmico 1.30A

Raio Covalente 1.18 A
Electronegatividade 1.66

Fonte: Silva 2001

O cromo é um metal branco-prateado, brilhante, com um elevado grau de dureza,
resistente aos agentes corrosivos normais e raramente encontrado no estado livre na natureza
(figura 1). O cromo trivalente Cr (1) € essencial do ponto de vista nutricional, ndo é toxico,
pouco absorvido no organismo. Ja o cromo hexavalente Cr (V1) é altamente toxico, afetando
seriamente 0s rins e 0 sistema respiratorio; embora ndo esteja claramente definido o nivel de
ndo-efeito do Cr(VI), alguns estudos sugerem que a ingestdo maxima de 0,5 mg/L evitaria
riscos a saude. Considera-se que o cromo na sua forma hexavalente é 100 e 1000 vezes mais

toxico do que no estado de oxidacao trivalente.
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O cromo € um elemento essencial para a vida animal e sua deficiéncia pode causar
alguns problemas aos seres humanos. Certas doengas tém sido associadas a essa deficiéncia
como: certas formas de diabete, arteriosclerose, problemas do crescimento, catarata ocular e
menor tolerancia a glicose (KELLER; CHERNICHARO, 2005).

Figura 1 - Minério de cromo
Fonte: VIEIRA (2009)

Estima-se que a producdo mundial do cromo é de 107 t.ano™, desta 60 a 70%
destina-se a producdo de metaldides como o aco inoxidavel, 15% € utilizado em processos
quimicos industriais, em particular em industrias téxteis e de curtumes, producdo de
pigmentos e tintas, e no revestimento de superficies por deposicdo electrolitica. O cromo
também é muito utilizado como protecdo contra a corrosdo, producdo de catalisadores,
bactericidas e fungicidas, conservantes de madeira e no aluminio anodizado na indudstria de
aviacdo. Estas variadas aplica¢des “tornaram” o cromo num serio contaminante do ar, do solo

e da agua (FERRAZ et al., 2007).

3.1.3 Reciclagem do Cromo

A recuperagdo do cromo de banhos residuais de curtumes é feita com a
precipitacdo do cromo residual sob a forma de hidroxido de cromo (Ill), com posterior
sedimentacdo do precipitado formado. Em seguida, o precipitado é dissolvido com é&cido
sulfurico, sob adicdo controlada, de forma a obter-se novamente o sulfato de cromo (ou
sulfato de cromo monobaésico).

O licor recém-preparado € reutilizado como agente curtente ou recurtente,
dosando, se necessario, um curtente adicional, bem como o sal utilizado (NaCl). Para a

precipitacdo do cromo podem ser usados 0s seguintes agentes alcalinos: hidroxidos de célcio
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(Ca(OH),), de sodio (NaOH) e de amdnio (NH4OH), bem como éxido de magnésio (MgO) e
bicarbonato de sodio (NaHCOs3). A figura 2 ilustra as fases de recuperacdo de cromo de
banhos residuais (CETESB, 2005).

» Tanque de coleta

Banhos residuais de e distribuigio
curtimento e outros
contendo cromo

Tangque para
preparacio e
Tangue de precipitacio dosagem do

Peneira > ) — i )
alcalina do cromo alcalis

v

Filtro prensa Filtrado (liquido) para
piguel ou para ETE

Tortas (solidos) de
hidraxida de cromn

Tangue para preparacio e
dosagem de acido
sulfiirico

> Tanque para redissolucio
das tortas de hidroxido de
Cromo

Licor de cromo para
reutilizacio
(curtimento

recurtimento)

Figura 2 — Recuperacgéo de cromo de banhos residuais
Fonte: CETESB (2005)

3.1.4 Cromo no Ambiente

Os metais oriundos de atividades como as explora¢es mineiras, industrializacéo e
urbanizacdo contribuem significativamente para acelerar os fluxos de metais na ecosfera.
Entre as razdes pelas quais pode-se considerar 0s metais pesados como 0s principais poluentes
inorganicos estdo: sua elevada mobilidade nos ecossistemas aquéticos, sua alta toxicidade
para as formas de vida superiores, além de seu forte poder de bioacumulacdo ao longo da
cadeia alimentar (LOPEZ et al., 2002; BISHNOI et al., 2007). Os efeitos gerados pela
bioacumulagdo comecam a surgir @ medida que tais metais sdo repassados por meio da
alimentacdo de um nivel trofico para outro superior, acumulando-se nos tecidos dos seres

vivos ao longo da cadeia alimentar, atingindo por fim o Homem. Desta forma, os efeitos
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toxicos atingem mais os animais dos niveis troficos superiores, (figura 3).

H
imabilizag&o mobilizagso
Plantas
Animais
Concentracao,
de metais

/ Micro-organismos \
/ Mutrientes inorganicos \

Figura 3 — Destino dos metais pesados libertados de forma descontrolada no ambiente e a sua

acumulacédo ao longo da cadeia alimentar.
Fonte: Adaptado de VOLESKY (2001).

Um grande nimero de micro-organismos, através da atividade celular, pode
contribuir para alterar a especiacdo e a mobilidade dos metais em diferentes ciclos
biogeoquimicos, levando-os a sofrer transformagfes antes de se consolidarem nos biomas
(SRINATH et al.,, 2002). A capacidade que 0s micro-organismos possuem de afetar a
especiacdo dos metais esta baseada em sua funcdo de conduzir ou mediar 0s processos de
mobiliza¢do ou imobilizacdo, os quais influenciam no balanco de espécies metalicas entre as
fases soluveis e insoltveis. A mobilizacdo de metais pode ocorrer por protonacgéo, quelacdo e
transformacdo quimica, enguanto que a imobilizacdo pode ocorrer por precipitacdo,
cristalizacdo de compostos organicos ou inorganicos insoliveis, sorcdo, acumulacéo e até por
sequestro intracelular; além disso, sabe-se também que as reacdes redox podem mobilizar ou
imobilizar metais, dependendo das espécies metalicas envolvidas (GADD, 2004).

O reconhecimento a cerca dos efeitos tdxicos e dos impactos negativos
provocados pelos metais pesados no ambiente tém contribuido significativamente para a
introducdo de regulamentacbes mais restritivas, visto que se aumentou, com o passar do
tempo, a fiscalizacdo referente a concentracdo de metais pesados em descarga de aguas
residuais e também em &guas para consumo humano (VOLESKY, 2001). A imposicdo de
uma regulamentacdo mais rigida aumenta a necessidade de inovar as tecnologias de
tratamento existentes para a remocdo desses metais, a fim de atingir os limites de
concentracdo de toxicidade nos efluentes (ZOUBOULIS et al., 2004). A Industria tem, desse

modo, o dever de cumprir com 0s requisitos legais, mantendo, de modo eficaz, seus baixos
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custos de capital e de operacdo (REMOUDAKI et al., 2003).

3.1.5 Toxicidade do Cromo

Na atualidade, a contaminacao por contato ou ingestdo de metais pesados € muito
comum ¢ passa de forma “despercebida” por boa parte da populagio. Em grandes
quantidades, estes metais se acumulam no organismo causando sintomas diversos. O mal
causado pelos metais pesados aos seres vivos estd associado aos danos que eles podem
provocar ao sistema nervoso, figado e 0ssos, além de serem capazes de bloquear grupos
funcionais de enzimas vitais (MALIK, 2004; SHUGABA, 2011).

A toxicidade dos metais tem sido constatada em diferentes fatos ao longo da
Histdria, como o caso da populacdo Japonesa que vivia na baia de Minimata, que comia peixe
e marisco contaminado por metil-mercdrio, manifestando assim doencas neuroldgicas; outro
fato ocorreu nas margens do rio Jinstsu, onde a populacdo alimentavam-se de arroz, quando
este era irrigado por aguas contaminadas com cadmio, chumbo e niquel (ROSTAMI,
JOODAKI, 2002).

Os metais do ponto de vista fisiologico podem ser classificados em trés
categorias: essenciais nao-toxicos (Ca e Mg), essenciais mas nocivos acima de determinada
concentracdo (Fe, Mn, Zn, Cu, Co e Mo) e toxicos quando prejudicam o crescimento ou o0
metabolismo de um organismo (Hg, Pb e Cd). De acordo com ponto de vista ecotoxicologico,
0S metais mais perigosos sao mercurio, chumbo, cddmio e cromo em sua forma hexavalente,
chamados de ndo essenciais, sem qualquer funcédo biologica (AHLUWALIA; GOYAL, 2007).
Dentre os metais pesados, o cromo € conhecido por apresentar caracteristicas bastante nocivas
a saude. Ele é causador de varias complicacbes metabdlicas como: irritacdo das vias
respiratorias superiores, dermatites, perturbacGes gastrointestinais (vomitos), diarréia,
gueimaduras epigastricas, além de induzir mal formacdes do sistema nervoso central em fetos

humanos em formacéo (SZE et al., 1996).

3.1.6 Sorbente x Remocédo de Cromo

O processo de adsorcdo é conhecido desde o século XVII, quando se observou
que certa espécie de carvéo retinha, em seus poros, grande quantidade de vapor d’agua, o qual

era liberado quando submetido ao aquecimento. A adsor¢cdo é um termo utilizado para
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descrever o fendbmeno no qual moléculas que estdo em um fluido, liquido ou gasoso,
concentram-se espontaneamente sobre a superficie solida. A formagdo de uma camada
adsorvida numa superficie ndo € um processo instantaneo, porém e geralmente governada pela
velocidade de difusdo da substancia tensoativa através da solucéo, em direcdo a interface. Os
principais elementos da adsorcao sdo o fluido (adsortivo), a superficie na qual o fendmeno
ocorre (adsorvente) e os componentes retidos pelas superficies (adsorbato). O termo sorcéo,
juntamente com os termos sorbente, sorbato e sortivo sdo também utilizados para denotar
ambos, adsorcéo e absorcao, quando ocorrem simultaneamente ou ndo podem ser distinguidos
(DABROWSKI, 2001; COELHO, 2006; ALIDOKHT et al., 2011).

Alguns micro-organismos possuem a capacidade de acumular metais pesados, em
um processo chamado de biossorcdo. Na maioria dos estudos sobre biossor¢do de ions
metélicos, estes sdo removidos na forma de cations, uma vez que a maioria dos metais,
quando em solugéo, encontra-se na sua forma cationica; outros podem sim ser encontrados na
forma de anions, o cromo é um exemplo deles, sendo o anion CrO;~ (Cr(VI)) altamente
toxico.

A remocdo de Cr (V1) tem sido avaliada por varios pesquisadores com diferentes
tipos de adsorventes, bioldgicos e ndo bioldgicos (PANDAY et al., 1984; SAG; KUTSAL,
1989; SHARMA; FORSTER, 1993). Em todos os casos 0 pH da solucao teve uma influéncia
muito grande na capacidade de remoc¢do do cromo(VI), sendo que as maiores remocdes de
cromo foram obtidas em pH 2,0. A temperatura exerce uma menor influéncia, mas o aumento
da temperatura (numa faixa de 25 a 45 °C) provoca uma reducdo na capacidade de retencao
em varios adsorventes (NOURBAKHSH et al., 1994). Estudos foram realizados a respeito da
capacidade de adsorcdo de um consércio de bactérias desnitrificantes para CrO3~, a fim de
determinar quais fatores afetavam a quantidade de metal captada pela biomassa. Os fatores
observados foram: pH, temperatura, concentracdo de tetracloreto de carbono, estado da
biomassa (viva ou morta) e concentracio de Fe®'. Foi constatada, entdo, a biossorcéo
competitiva entre os ions de Cr(VI)/ferro(lll) e Cr(VI)/cobre(ll) pela biomassa do fungo
Rhizopus arrhizus. Para o sistema cromo/ferro, tanto o cromo como o ferro foram mais
efetivamente adsorvidos em pH 2,0. A capacidade de sorcdo de cromo e de ferro foi reduzida
pela presenca de concentracdes crescentes de cada um dos metais (GUAN et al., 1993).

Uma grande variedade de micro-organismos pode se ligar a metais. Entretanto, ha
grandes diferencas nas respostas das espécies microbianas quando expostas a solucgdes

metélicas. As paredes de bactérias, algas e fungos sdo eficientes biossorventes de metais, e em
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muitos casos a ligacédo inicial pode ser seguida pela deposicdo inorganica de quantidades
crescentes de metal. LigacOes covalentes e idnicas podem estar envolvidas na biossor¢éo, com
constituintes tais como proteinas e polissacarideos (GADD, 1990).

Uma quantidade significativa de fungos pode conter as substancias
quitina/quitosana como parte integrante da estrutura de sua parede celular. A ligacéo de ions
metalicos toxicos pela quitosana ou pela quitina é uma consequéncia direta da base forte dos
grupos de amina primarias existentes (SAG; KUTSAL 1996a; 1996b). A exemplo do Cr (V1)
que pode ser acumulado em elevadas concentragdes, chegando até 34 mg/g em alguns micro-
organismos.

O mecanismo de resisténcia e reducdo do Cr(VI) pode diferir em uma comunidade
microbiana, sendo o seu desempenho relativo de grupo para grupo (FRANCISCO et al., 2002;
SRINATH, 2002). Em alguns organismos, a reducdo do Cr (V1) ocorre intracelularmente, ja
que a enzima esta ligada a membrana, nesse caso, o substrato € absorvido a partir do meio
para as células. A taxa de acumulacdo de Cr (VI) e a sua subsequente conversdao em Cr (111)
diferem de organismo para organismo e a absorcdo do substrato reduzido é um dos
mecanismos de resisténcia para 0 cromo em muitos micro-organismos (CZAKO-VER et al.,
1999; MIDDLETON et al., 2003).

Na remocdo do cromo hexavalente por biomassa fungica, com meios de cultura
contendo micélio ativo de A. Niger e A. Parasiticus, foi observado um melhor desempenho na
remocdo de Cr (VI) de 19,1% e de 15,7% para A. Niger e A. Parasiticus respectivamente.
Estas observacdes sugerem que a remocdo Cr (VI) pelos fungos estudados ocorre
principalmente por conta de um processo metabdlico que envolve absorcdo e reducdo ou
bioacumuldo metabdlica, sem reducdo. Além disso, a reducdo significativa da concentracédo
Cr (VI), na presenca de micélios inativados, sugere uma absorcdo passiva (biossorcao)
(SHUGABA, 2012).

A bioacumulacdo de metais pesados € um processo pelo qual células microbianas
sequestram ions metalicos intracelularmente por um processo metabolico ativo, mediado
apenas pela biomassa viva. Na biossorcdo, a biomassa microbiana € ligada a quantidades
significativas de ions de metais por meio de um processo passivo, mediado por biomassa viva
ou morta (KAPOOR; VIVRARAGHAVAN, 1998; GUPTA et al., 2000; DESJARDIN et al.,
2002).

O processo de exploracdo biotecnolégica da biossorcdo e bioacumulagdo de

metais pesados por micro-organismos depende da eficiéncia da regeneragdo da biomassa
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microbiana e sua consequente reutilizacdo em multiplos ciclos. Na biorremediacdo de ions de
metal, o rendimento da biomassa microbiana viva esta diretamente ligado ao estado em que se
encontra o sorbente, visto que os efeitos toxicos provocados pelos metais pesados podem
resultar na morte celular (YAN; VIRARAGHAVAN, 2000). O Cromo hexavalente é
altamente toxico para muitos micro-organismos, podendo causar danos estruturais nas células,
afetando, desse modo, o crescimento (SANI et al., 2001; MIDDLETON et al., 2003;
SHUGABA, 2012).

3.2 INDUSTRIA DE CURTUME: ASPECTOS GERAIS

3.2.1 Histérico do Beneficiamento do Couro

A utilizacdo da pele de animais € uma prética antiga, realizada inicialmente pelo
Homem pré-historico. A principio, ndo havia sido desenvolvido um processo completamente
eficaz na conservacdo dessa pele, do couro, entretanto métodos rudimentares, a exemplo da
secagem ao sol eram feitos. A “arte de curtir” o couro, embora antiga, tem sofrido uma
evolucao significativa em seu processo de desenvolvimento e apresenta, na atualidade, grande
importancia no ramo das confeccdes.

No século VIII, a vinda dos arabes a Europa resultou na introdugdo da “‘arte de
curtir” peles de animais, empregando conjuntamente os extratos vegetais, cOmo 0 tanino,
muito utilizado como curtente. A instalacdo do primeiro curtume no continente europeu so foi
realizada no seculo XVIII, todavia o setor conseguiu sua consolidacdo no século seguinte. Até
entdo, o trabalho feito com o couro era realizado por meio do trabalho manual e as técnicas e
“segredos” do curtimento eram repassados para as geragdes futuras (BELLO, 1993; SOUZA,
2010).

Os primeiros processos de curtimento estavam baseados apenas na observacgéo e
na experiéncia popular, entretanto a partir de 1974 a ciéncia iniciou sua pesquisa aprofundada
e trouxe ao ramo diferentes beneficios. Nesse periodo, foram introduzidas as maquinas nos
curtumes, abolindo, assim, a maior parte das operacBes manuais e proporcionando o
aperfeicoamento dos métodos utilizados. Dessa maneira, as técnicas de curtimento foram
evoluindo, porém ndo se havia conquistado as grandes propor¢des fabris, visto que 0s

investimentos em pesquisa ainda eram minimos. No Brasil, a industria de couros teve seu
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inicio com o processo imigratério promovido por Dom Pedro Il. A chegada de artesdos
italianos principalmente para a Regido de Franca - SP e dos arteséos alemées para a Regido do
Vale, nas proximidades de Porto Alegre, foram cruciais para a consolidacdo do setor no
territério brasileiro (BRENNER, 1990; RUPPENTHAL, 2001).

3.2.2 Industria de Curtimento do Couro: aspectos gerais

O couro natural corresponde a toda pele de animal tratada através de um processo
quimico chamado de curtimento, por meio dele fibras sdo alteradas com auxilio de produtos
naturais ou sintéticos, 0s quais sdo definidos como curtentes. O couro verdadeiro apresenta as
seguintes propriedades: permite a pele respirar, sendo, portanto, permeavel a transpiracéo, é
elastico e flexivel, muito resistente a tracdo e a abrasédo (ROSA, 2003).

O curtimento é um processo a parte que torna o couro inerte e imputrescivel. Na
maioria dos curtumes brasileiros o curtimento mineral com cromo é o mais utilizado, pelo tempo
relativamente curto de processo e pela qualidade que confere aos couros em suas principais
aplicaces. A fonte de cromo normalmente utilizada é o sulfato basico de cromo, onde este se
encontra no estado trivalente, essa matéria-prima liga-se as proteinas acidificadas da pele
impedindo sua biodegradacdo e gerando o couro, que é a pele ja curtida. (PACHECO, 2005,
NUNES, 2012).

Todavia, essa técnica foi sendo aperfeicoada e o material contido nas cascas das
arvores, o tanino, passou a ser industrializado, sendo o primeiro material curtente utilizado em
larga escala. Os couros foram sendo curtidos, por um bom tempo, apenas com tanino, o qual é
um material organico natural, de facil manejo e que ndo provoca poluicdo ambiental. Porém,
as caracteristicas conferidas ao couro curtido com tanino ndo estavam atendendo as
exigéncias do mercado (ROSA, 2003).

O beneficiamento de couro é uma atividade de destaque em muitos paises como
EUA, Rssia, india e Argentina e sdo dependentes da agro-economia, estima-se que cerca de
1,7 trilhdes de m? de couro sdo produzidos anualmente no mundo, com o valor de
aproximadamente US$ 70 bilhdes (RAO et al., 2003).

Por conta das crescentes necessidades e exigéncias do agronegdcio, a busca por
um couro mais flexivel, macio, com maior resisténcia a temperatura e com menor tempo de
processo estimulou a industria a desenvolver novos processos de curtimento. A partir de

entdo, iniciou-se o desenvolvimento do curtimento a cromo, utilizando-se um material
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curtente a base de produtos quimicos como dicromato de potassio (K,Cr,07) e o dicromato de
sodio (Na,Cr,07. 2H,0); neste curtente, o cromo hexavalente era reduzido a cromo trivalente
no préprio curtume, j& que somente nesta valéncia o cromo tem seu poder de curtimento. Essa
técnica oferecia grande risco ambiental, uma vez que ocasionalmente poderia sobrar na reacdo
algum residuo de cromo hexavalente. Hoje, existem no mercado produtos comerciais a base
de trioxido de cromo (Cr,03), ou seja, somente cromo trivalente, o que garante maior
confiabilidade ao processo a ser realizado (KANTH et al., 2009) As figuras 4A e 4B ilustram

a recepcdo da matéria-prima e operacdo de carga de peles bovinas para processamento.

e R
.. - \

Figura 4- Recepcéo de peles salgadas (A) e fulbes (processamento de peles) (B)
Fonte: CETESB (2005)

3.2.3 Processamento do Couro

O processamento do couro pode variar de curtume para curtume, dependendo do
tipo de produto final a ser obtido, porém a producéo em batelada é ainda o sistema empregado
na maioria dos curtumes. Este sistema consiste na utilizacdo de fulbes (grandes recipientes
cilindricos, normalmente de madeira), cujas dimensdes variam de 1 a 5 metros de altura e
largura, com capacidades variando de alguns quilogramas até 20 toneladas ou mais, e com
rotacdo de 2 a 12 rpm, de acordo com o processo Jost, (1996). Em geral, o processamento do
couro esta dividido nas seguintes etapas: Conservacao das peles; Pré-remolho; Pré-descarne;
Remolho; Depilacdo e Caleiro; Descarne; Recorte; Divisdo; Purga; Piquel; Curtimento;
Enxugamento; Rebaixamento; Neutralizacdo; Recurtimento; Tingimento e Engraxe.
Curtimento € o processo de transformacao das peles em material estavel e imputrescivel ser
utilizados curtentes organicos, como 0s taninos vegetais, aldeidos e parafinas sulfocloradas,
ou curtuntes inorganicos, com os sais de cromo, zircbnio, aluminio e ferro (CLAAS; MAIA,
1994).
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As Figuras 5 e 6 mostram, em duas partes, um fluxograma genérico do
processamento completo para fabricacdo de couros, desde as peles frescas ou salgadas até os

couros totalmente acabados, destacando-se 0s principais pontos de geracao de residuos.

OPERAGCOES DE RIBEIRA, CURTIMENTO ¢ ACABAMENTO MOLHADO
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Figura 5 - Fluxograma esquematico da fabricac@o de couros - operagdes de ribeira, curtimento

e acabamento molhado.
Fonte: CETESB (2005)

OPERAGOES DE ACABAMENTO

Couros do (Pré-Acabamento e Acabamento Final)

Engraxe
4

Cavalete b Estiramento b Secagem b Condicionamento

Res.liquido Resz.liquide
Lixamento ﬂ Recorte H Estaqueamento H Amaciamento
Rez. Solide Resz.Sslide

Desempoamento b Impregnagdo H Acabamento b Prensagem

Ros.é—::oco

Rez.Solide Rc:.é—::oso

Expedigdo / Estoque H Medigdo

Figura 6 - Fluxograma esquematico da fabricagdo de couros - operagdes de acabamento
Fonte: CETESB (2005)
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3.2.4 Couro: produto nobre e de importancia econdémica

O couro natural corresponde a toda pele de animal tratada através de um processo
quimico chamado de curtimento, por meio dele fibras que sdo alteradas com auxilio de
produtos naturais ou sintéticos, os quais sdo definidos como curtentes. O couro verdadeiro
apresenta as seguintes propriedades: permite a pele respirar, sendo, portanto, permeéavel a
transpiracdo, é elastico e flexivel, muito resistente a tracdo e a abrasdo (ROSA, 2003).

A indUstria coureira no Brasil tem grande importancia para a economia do pais,
sendo um setor que apresenta grande geracao de divisas e de empregos, além do couro figurar
entre os principais produtos de exportagéo brasileira (CUNHA et al., 2009).

Conforme dados do BNDES o desempenho da pecuaria brasileira vem tambem
possibilitando o desenvolvimento da industria processadora de couro. O Brasil conta hoje
com o0 maior rebanho bovino do mundo com mais de 200 milhdes de cabeca, 0 que por sua
vez oferece uma abundante matéria prima e possibilita precos competitivos no mercado
internacional.

Dados sobre as exportacbes de 2012 divulgados pelo Ministério do
Desenvolvimento, Industria e Comeércio Exterior (MDIC) mostra que a inddstria de couro no
Brasil exportou cerca de US$ 2,071 bilhGes neste ano tonando-se o0 2° maior exportador
mundial ficando atras somente da China. O setor tem-se mostrado como uma atividade de
relevancia devido a sua importancia econémica e social.

A indastria de couro esta atrelada especialmente aos curtumes (locais de
tratamento do couro) que por sua vez formem o produto para diferentes industrias, que
utilizam o couro como um de seus insumos: calcados e artefatos, vestuario, moveis e
automobilistica, etc.

A inddstria brasileira de calcados s6 no ano de 2000 produziu, com base em
estimativas do IBGE (2003) perto de 530 milhGes de pares de calcados; maior fracdo dessa
producdo, cerca de 70%, é destinada ao mercado interno (o setor é praticamente auto-
suficiente no atendimento ao consumo interno), enquanto 30% sdo dirigidas ao exterior.
Gracas a demanda por couro para moveis italianos, bancos de carros japoneses e europeus,
bolsas e outros artefatos indianos e africanos e até coturnos ingleses que as exportacoes do
produto brasileiro dobraram nos ultimos dez anos (SANTOS et al., 2002).

A industria brasileira de couro possui cerca de 450 curtumes, sendo que cerca de

80% sdo considerados de pequeno porte. Além dos curtumes como unidades autbnomas de
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negdcio, tém-se observado uma verticalizagdo dos frigorificos, atuando também como
curtidores. A producéo e a industria de couros localizam-se principalmente no sul e no sudeste
do pais, como mostram a Tabela 2 e a Figura 07, havendo atualmente tendéncia de
deslocamento para um novo polo no Centro-Oeste, em funcdo de relocalizacdo de rebanhos e
frigorificos, bem como da existéncia de incentivos e de outras condi¢fes favordveis nesta
regido (CICB — 2005).

Tabela 2 - Producéo de couro no Brasil por regido em 2000

REGIAO | NUMERO D COURO | PARTICIPACAO (%)
Sul 12.385.750 38
Suldeste 11.027.250 33
Centro-Oeste 4.920500 15
Nordeste 3.562000 11
Norte 604.500 2

Total |  32500.000 | 100

Fonte: adaptado da CETESB (2005)

Centro-Oeste MNordeste MNorte

Sudeste

34%

Sul

449

Figura 7 - Estabelecimento de curtidores por regido no Brasil
Fonte: CETESB (2005)

A crescente exigéncia mundial de qualidade nos processos de beneficiamento do
couro, além dos consumidores optarem por produtos mais ambientalmente corretos, tornam-
se essenciais para as empresas comegarem a promover mudangas no processo de producéo,
uma vez que os métodos tradicionais acarretam uma série de danos impactantes sobre 0 meio
ambiente e a satde humana (ALVES, et al. 2008).
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3.2.5 Processos de Curtimento e Acabamento

O processo de curtimento do couro gera uma quantidade significativa de residuos
que em contato com o meio ambiente podem causar sérios danos ambientais. Os sais de
cromo trivalente a principio ndo sdo toxicos, porém em condicdes propicias, podem ser
oxidados a cromo hexavalente, o qual é nocivo ao organismo humano, e em excesso pode
desencadear diferentes enfermidades como alergias, ulceragdes, perfuracbes no septo nasal,
além da grave possibilidade carcinogénica. Outro agravante é o lancamento de matéria
organica degradavel no meio aquéatico, o que implica em alteragdes na qualidade da agua,
provocando a diminuicdo da quantidade de oxigénio dissolvido. Além do mais, se pode
ocasionar aumento da turbidez da agua, o qual resulta na diminuicdo da penetracdo de luz nos
reservatorios de aguas superficiais, provocando alteracdo na fotossintese das algas e afetando
desta maneira a producdo interna de oxigénio. No efluente de curtume é constatada tambem a
presenca de enxofre, o qual em condi¢Oes anaerdbias esta na forma de sulfeto, que pode gerar
0 gas sulfidrico (H2S) ou &cido sulfurico (H,SO,), 0s quais sdo toxicos e corrosivos, além de
provocar a elevacdo do pH do meio. No entanto, esforgos crescentes para sua substituicdo sao
verificados, devido ao seu impacto ambiental potencialmente negativo ( PACHECO, 2005;
SILVEIRA, 2009).

3.2.6 Impactos Ambientais na Producédo de Couro

Dentre os principais causadores dos impactos ambientais da industria de couro
estdo: os produtos quimicos utilizados, entre eles, solventes e agentes branqueadores e 0
Cromo necessario ao processo de curtimento, o qual apresenta sérios riscos ao meio ambiente.
Sendo assim, o efluente gerado nesta atividade deve sofrer o tratamento cabivel e apresentar
coeréncia com os padrdes de qualidade postos pela legislacdo. A tabela 3 mostra os principais

aspectos e impactos ambientais do processo produtivo de curtume.
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Tabela 3 - Principais aspectos e impactos ambientais do processo produtivo de curtumes

Etapa Bésica

Aspectos Ambiental

Impacto Ambiental

Enquadramento Legal

do Processo Poluigdo emissao Potencial Prmupzal Estado de
Séo Paulo
1. Odor — Incémodo ao Poluigdo doaar: .
1. NH3 COVs (1) bem estar pablico - Art. 2% e 3° Inciso V
do Decreto 8486/76
Conservagdo e | 1. Ar 2 I.Evgntuals liquidos 2. Prejuizo a qualidade com - redagdo daca
s eliminados ) pelo Decreto 15425/
armazenamen- | 2. Hidrica dos corpos daguas 80
to das peles 3. Solo 3. Apéndices de peles .| - Art. 33° do decreto
e sal com matéria 3 Ef’ entual  contami- 8486/76 com redacédo
A nacdo do solo e de
organica 4gua subterraneas dada pelo Decreto
1542/80.
1. H2S (10), NH3 e
COVs Poluicéo hidrica:
2. Banho residual de
tratamento das pe- - Art. 18° ou 19-A do
les e 4guas de lava- | 1. Odor — incdmodo ao Decreto 8486/76 com
1 Ar gens intermed.iérias bem estar pL’Jb”CO. redacdo dada pelo
o > Hidraulica — carga orgénlc.a e | 2. Prejuizos a qua-lidade Decreto 15425/80.
Ribeira 3. Solo produtos  quimicos dos corpos d’aguas
' (sulfeto, sais diver- | 3. Eventual contami- | - art. 34° da resolugdo
S0S € outros). nacdo do solo e de CONAMA  357/05,
3. Carnaga, pelos, aguas subterraneas alterada pela reso-
aparas, recortes e lucéo CONAMA
raspa de peles, sem 397/08.
e com produtos
quimicos
1. Banho residual de Atendimento aos pa-
curtimento das pe- drdes de qualidade do
Curtimenta 1. Hidrica les — carga orgafnc_a 1 Prejuizo a gualldade corpo  receptor, de
e produtos quimi- dos corpos daguas. acordo com sua classe,
cos (cromo, tanino, constante nas legisla-
sais diversos) ¢Oes estadual e federal.
1. COVs — dos sol- Observagdo: para lan-
ventes camento de efluentes
2. Banho residuais em corpos de agua de
(tratamento do | 1. Odor — incbmodo ao | classe 2 e 3 ha
couro) - cargas bem estar publico necessidade de aten-
orgénica e produtos dimento a Resolugdo
1. Ar quimicos  (cromo, | 2. Prejuizo a qualidade | SMA n° 3 de 22/02/
Acabamento 2. Hidrica taninos, corantes dos corpos dagua; 2000.
3. Solo 3. P& / ser-ragem de Poluicdo do solo /

rebaixadeira,
recortes de couros
curtidos, semi-
acabados, residuos
de produtos de
acabamento

3.Eventual contami-
nacdo do solo e de
aguas subterraneas

Residuo solidos indus-

triais:

- Art. 51° a 55° do
Decerto 8486/76 com
redacdo dada pelo
Decreto 15425/80.

Fonte: Adaptado da (CETESB, 2005)
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A grande utilizacdo de metais pesados em processos industriais, nas ultimas
décadas, teve como consequéncia um aumento significativo no fluxo de substancias metalicas
no ambiente (MORALES, 2010).

Os despejos de cromo nos ecossistemas aquaticos tornaram-se motivo de
preocupacao em todas as areas de curtume. O cromo é um poluente introduzido nos sistemas
aquaticos por unidades de processamento de couro e pode causar diversos riscos a salde
humana. Relatos na literatura indicam que cerca de 10% de Cr ingerido por seres humanos é
absorvido no trato gastrointestinal e tem como consequéncia a carcinogenicidade, além disso
0 cromo pode causar dermatite de contato alérgica e ulceracdo na pele respectivamente na
figura8 A e B (SINGH et al., 2009). Sabe-se também que alguns ions metalicos sdo venenos
cumulativos, podendo ser assimilados e armazenados, podendo causar de efeitos fisioldgicos
perceptiveis (ADEKUNLE et al., 2010; SCHLLEMER, 2012).

Figura 8 - Dermatite de contato alérgica (A) e ulceracao na pele (B)
Fonte: www. Wiakato, Distric health board (2010)

O tratamento empregado hoje consiste basicamente na separacdo dos materiais
por tipo, retirada do material s6lido de maior tamanho e logo em seguida, uma sequéncia de
processos quimicos e bioldgicos empregados com a finalidade de aumentar o reuso da agua
no processo produtivo; adequando o langamento dos residuos finais, tanto solidos quanto
liquidos aos parametros estabelecidos pela legislacdo ambiental. Estes procedimentos séo
utilizados por uma grande quantidade de curtumes e, se bem empregados e monitorados, sdo
efetivos na adequacéo dos efluentes a legislagdo vigente. E importante citar que ainda existe o
relevante problema da disposigéo final dos residuos das estacdes de tratamento, a qual, com o
enrijecimento das normas ambientais, tornou-se um grande entrave a gestdo ambiental dos
curtumes (CLAAS; MAIA, 1994).
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A tecnologia de producdo é muito importante na determinacdo da caracteristica do
efluente. Os produtos quimicos utilizados no processo de producdo determinam o tratamento
necessario, bem como as unidades de tratamento empregadas. Esses produtos, os quais
geralmente possuem em sua composicdo alguns sais, podem comprometer a qualidade dos
efluentes de curtume; entre eles estdo: sulfato, cromo, fungicidas, diferentes tipos de corante e
materiais de acabamento (SCHRANK et al., 2004).

Os efluentes gerados nas industrias de curtume sdo classificados de acordo com a
natureza e seus efeitos nas aguas receptoras. Os efluentes gerados pelo curtimento do couro
tém em suas principais caracteristicas um alto teor de DQO, DBO, ST, STV, STF e sulfetos.
Neles também sdo constatados a presenca de sangue, produtos em decomposicdo, pélos,
graxa, fibras e uma grande concentragdo de metais pesados, principalmente o cromo
(BORBA, 2010).

Segundo Jost (1996), o efluente de curtume possui outras importantes
caracteristicas:

— Taninos do tipo vegetal e sintético;

— Tensoativos anionicos, ndo-aniénicos e catidnicos;

— Solventes;

— Aminas e aminoalcoois;

— Corantes acidos, basicos e complexados com metais;

— Fungicidas e/ou bactericidas;

— Componentes minerais;

— Desencalatantes: cloreto e sulfato de amonio;

— Basificantes: formiato de sodio e de célcio, bicarbonato e carbonato de sddio,

oxidos de calcio e magnésio;

— Alvejantes: clorito, hipoclorito, bissulfito e metabissulfito de sédio, peréxido de

hidrogénio;

— Curtentes e recurtentes: ions de cromo, aluminio e zirconio.

Estdo na tabela 4, os dados médios referentes as cargas organica e inorganica
geradas no beneficiamento de pele e couros, conforme dados coletados pela IUE
(International Union of Environment) da IULTCS (International Union of Leather
Technologists and Chemists Societies) e com a participacdo de varios paises, entre eles, o
Brasil (AJMAL, 2011).
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Tabela 4 - Contaminantes do curtume no processo convencional de producéo e padrdes de

langamento.
Efluente
Pardmetro Ribeira | Curtimento Recurtimento | Total final CONAMA | CONSEMA
(Kaft) (Kaft) (Kaft) (Kg/t) | (ma/L) 430/2011 128
DQO 135 5 20 160 5330 - 150 - 400
CLORETO 135 30 2 167 5570 250 -
SULFETO 8 - - 8 270 0,002 0,2
N-TOTAL 12 0,5 1 13,5 450 - 10, 15 0u 20
N-NH4 3,5 0,2 0,8 45 150 10 20

Fonte: Adaptado de Ganem (2007)

3.2.8 Tratamentos de Efluente da IndUstria de Couro

3.2.8.1 Tratamento Fisico-Quimico

O processo de remocéo de ions metalicos de efluentes é bastante importante e do
ponto de vista ambiental, € imprescindivel que a reutilizacdo da &gua seja eficaz. Na
atualidade, os tratamentos fisico-quimicos mais aplicados na remocdo de metais de aguas
residuais sdo: i) a precipitacdo com hidroxidos, carbonatos ou sulfuretos; ii) a oxidacéo-
reducdo quimica, iii) sorcdo (adsorcdo/troca i6nica); iv) processos membranares
(ultrafiltracdo, electrodialise, osmose reversa); v) recuperacdo electrolitica; vi) evaporacgéo;
vii) extraccdo liquido-liquido; viii) eletrodeposicdo. Todos eles com suas vantagens e
limitacGes (GOYAL et al., 2003; KALYANI et al., 2004).

Dentre os métodos citados, a precipitacdo € o mais comum; oS metais sao
precipitados na forma de hidréxidos pela adicdo de hidréxido de célcio ou de sédio, um
método simples e de baixo custo. Esse processo também apresenta desvantagens, como a
grande quantidade de lama resultante, além da dificuldade de encontrar seu destino final e 0s
riscos de contaminacdo, podendo ainda conter na dgua tratada, metais em concentracdes da
ordem dos mg.L™. Outros métodos como a evaporacdo, eletrélise, osmose inversa e troca
ibnica tém limitacbes na sua aplicabilidade por razdes econémicas e/ou tecnoldgicas,
incluindo elevados custos de operacdo, obstrucdo de componentes, impraticabilidade a baixas
concentracdes de metal, recuperacdo ndo seletiva etc (SZE et al., 1996).

O Tratamento Fisico-Quimico do efluente do efluente de curtume constitui a base de
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todo processo depurador de efluentes gerados nas etapas de curtimento do couro, nele séo
utilizados dispositivos que permitem a remocao de substancias que sao fisicamente separaveis
dos liquidos. No uso destes processos, 0s poluentes ndo sdo degradados ou eliminados, apenas
transferidos para uma nova fase (geralmente ao lodo). Com o uso dessa técnica os agravantes
ambientais ndo sdo resolvidos, visto que os poluentes encontram-se bastante concentrados
(CETESB, 2005).

Em geral, o tratamento fisico-quimico de efluentes de curtumes caracteriza-se

pelos seguintes processos unitarios:

Gradeamento: Separacdo de materiais grosseiros como pedacos de couro, carcacas,
entre outros corpos sélidos, os quais podem acarretar alguns problemas, a exemplo do

desgaste das bombas e obstrucdes de tubulagdes em etapas posteriores;

Remocéo de Gleos e graxas: Separacdo liquido-liquido para os 0leos (ex. decantacao) e
solido-liquido para as graxas (ex. filtracao);

= Peneiramento: Por meio de dispositivos mecanicos, como uma chapa metalica
perfurada, a qual atua como filtro, o efluente é peneirado;

= Homogeneizagdo: Os efluentes gerados nas etapas do processo industrial sdo
misturados, esta mistura é realizada através de um mecanismo de agitacéo.

= Correcao do pH e coagulacdo: O valor ideal do pH é aquele no qual a coagulacao se da

em tempo relativamente curto, com formacédo de flocos grandes e de um clarificado

limpido. O pH étimo depende do coagulante utilizado e do tipo do efluente a ser

tratado; os coagulantes mais utilizados séo sulfato de aluminio e cloreto férrico;

Floculacdo: Processo no qual particulas coloidais neutralizadas sdo agregadas, tornado-
se maiores em tamanho e massa. Através da adicdo de moléculas de cadeia longa,
como polimeros, cujas subunidades sdo ionizaveis (polieletrdlitos), forma-se um

aglomerado de particulas por adsorcéo e formacédo de pontes.

Entretanto, a aplicacdo destes tratamentos por questdes de condi¢cdes de processo,
de operacdo ou dos materiais utilizados pode se tornar pouco atraente, tanto pelo custo
operacional e também por gerar uma grande quantidade de lodo metalico, cuja composicédo
depende das linhas coletoras de efluentes instaladas na empresa. (VANBROEKHOVEN et al.,
2005; SHRIVASTAVA, 2009)
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Muitas vezes 0 processo ndo permite atingir niveis de metais pesados
suficientemente reduzidos as concentragdes de lancamento estabelecidas pela legislacéo
vigente, sendo necessaria a aplicacdo de um processo complementar para o polimento final do
efluente (VOLESKY, 2004)

Para o tratamento complementar em efluentes com substéncias recalcitrantes em
baixas concentracfes podem se utilizados processos com membranas e 0s processos de
sor¢do. A adsorcdo é uma das técnicas mais efetivas no tratamento de aguas e aguas
residuarias. Processos de adsor¢do sdo largamente utilizados para remocao de cor, odores ou
gosto no tratamento e purificacdo de aguas, 6leos, produtos farmacéuticos e efluentes de
processo. O sucesso de um adsorvente industrial no campo das operagdes unitarias depende
em grande parte da facilidade com que o adsorvato pode ser retirado, seja para fins de
aproveitamento, como para regenerar o adsorvente (VIEIRA; VOLESKY, 2000; VOLESKY,
2001; DAVIS et al., 2003; RIBEIRA,2011)

A adsorcao consiste em um processo de separacdo relativamente simples, envolve
0 contato de uma fase fluida livre (liquida ou gasosa) com uma fase rigida permanente
(adsorvente), granulada, que tem a propriedade de reter e de guardar seletivamente uma, ou
mais de uma, entre as espécies contidas inicialmente no fluido. Uma vez que o adsorvato
concentra-se na superficie do adsorvente, quanto maior for esta superficie, maior sera a
eficiéncia da adsorcéo. Por isso geralmente os adsorventes séo sélidos com particulas porosas
(SAG et al., 2000;ALLI, 2012).

Este processo é normalmente muito eficiente, sendo possivel explorar as
propriedades do processo para recuperar metais seletivamente; o adsorvente ideal para
remover metais pesados de aguas residuais industriais deve preencher 0s seguintes requisitos,
comuns aos adsorventes convencionais: i) possuir elevada capacidade de remocao de metais e
elevada velocidade de acumulacdo; ii) ter o tamanho, forma e as propriedades fisicas que
permitam uma eficiente separacdo do efluente tratado, além de ter a capacidade de ser
utilizado em sistemas de fluxo continuo; iii) ser produzido a baixo custo e ser reutilizavel sem
perda significativa de viabilidade, permitindo também a recuperacdo dos metais sorvidos de
forma econdmica (PALMIERI et al., 2002; YUN; VOLESKY, 2003; EMBRAPA,2013).
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3.2.8.2 Processos de biorremocéo de metal pesado

O termo biorremediacdo é normalmente associado & despoluicdo ambiental pela
aplicacdo de sistemas bioldgicos, os quais transformam os poluentes em produtos menos
perigosos para o ambiente (REIS et al., 2003). Essa denominagdo pode parecer nédo
completamente ajustada quando aplicada a metais, pois na realidade nenhum processo pode
degradar ou eliminar elementos inorgénicos (BARKAY; SCHAEFER, 2001). Os micro-
organismos sao capazes apenas alterar as suas propriedades quimicas através de mecanismos
complexos de biossor¢do (GAVRILESCU, 2004; ARAVINDHAN, 2012).

Os tratamentos bioldgicos séo aplicados quando se deseja remover determinados
grupos de substancias, como corantes e complexos organicos. Esses processos Ssdo
fundamentados na utilizacdo de micro-organismos, os quais se proliferam na presenca de
residuos, utilizando-os como fonte de carbono e nitrogénio; e por envolver fendmenos
biologicos, dependem também dos fatores fisico-quimicos do meio. A temperatura, o pH e a
concentracdo de oxigénio dissolvido influenciam diretamente no desenvolvimento dos micro-
organismos envolvidos no sistema. Entre os tratamentos aplicaveis em curtumes, pode-se
citar: lagoas de estabilizacdo, lagoas anaerdbias, lagoas aeradas, lodos ativados, leitos
percoladores, biodigestores anaerobios e sistemas biologicos mistos. Os efluentes de curtume
possuem grande quantidade de matéria organica e o processo bioldgico anaerdbio torna-se
favorecido por resultar numa baixa producéo de lodo; todavia, ele ndo supri as necessidades
de remocéo dos metais pesados (CLAAS; MAIA, 1994; SUER, 2006).

A capacidade que alguns micro-organismos possuem de concentrar em si grandes
quantidades de metais pesados de efluentes liquidos é bastante conhecida. Por isso, esta
propriedade tem sido explorada com o intuito de se desenvolver sistemas para o tratamento de
efluentes com metais pesados. A maioria dos microrganismos (protozoarios, fungos, algas,
bactérias) é capaz de adsorver o cromo (SILVA; PEDROZO, 2001). A possibilidade de
diminuicdo da biodegradacdo dos lodos de curtume no solo e dos efluentes liquidos esta
intimamente relacionada com a atividade microbiana, a qual pode ser inibida pelas altas
concentragcBes de sais, elevados valores de pH e toxidade do cromo (MARTINES, 2005;
BAJGAI et al., 2012).

A biossorgdo € conceituada como um processo passivo de ligacdo de ions a

biomassa viva ou morta a qual é também reconhecida por ser uma potencial alternativa as



Producéo de hiomassa e quitosana por C. elegans UCP/WFCC 0542 ... 38

tecnologias existentes (VOLESKY, 2001; PALMIERI et al., 2002).

Uma das motivacdes a implementacdo da biossorcdo em escala industrial é a sua
elevada eficiéncia no tratamento de aguas residuais com baixas concentracfes de metais
pesados, além, é claro, da qualidade do efluente gerado e dos baixos custos que lhe estdo
associados. O primeiro desafio que se colocou a frente do desenvolvimento da biossorcéo foi
a selecdo dos tipos de biomassa mais promissores dentre a vasta oferta de produtos com
elevada disponibilidade e baixo custo (AHLUWALIA; GOYAL, 2007). Ao invés de procurar
entre as espécies microbianas, aquelas que tém caracteristicas particulares para o
sequestramento de metais, torna-se mais vantajoso procurar biomassas ja disponiveis em
grandes quantidades a fim de suprir a potencial procura. Esta busca tem centrado a atencédo
nas capacidades de ligacdo entre metais e micro-organismos (fungos, bactérias, leveduras,
algas etc) (AKTHAR, 1996; GOYAL et al., 2003).

O tipo e a fonte de biomassa tém um papel determinante no custo total do material
biossorvente, se a biomassa precisar ser cultivada especificamente para este proposito, o preco
de venda incluird os custos de manutencdo, de producdo e ainda as taxas comerciais. Os
biomaterias a serem utilizados podem ter como origem: i) subprodutos de industrias de
fermentacdo; ii) organismos naturalmente disponiveis em grandes quantidades na natureza e
iii) biomassa com elevada capacidade de biossorcdo, especificamente propagada de forma
relativamente econdmica em biorreactores, utilizando-se meios de crescimento com fontes de
carbono de baixo custo (e.g. melago e soro de queijo) (SAG, 2001; AHLUWALIA ; GOYAL,
2007).

Compreende-se, entdo, que o custo de producdo de biomassa especificamente para
estas aplicacGes pode tornar o processo economicamente inviavel a escala industrial. A
matéria-prima que constitui os biossorventes deve ser, preferencialmente, um material
residual ou subproduto, como acontece com a biomassa obtida em processos de fermentacéo
para escala industrial (ZOUBOULIS et al., 2001; GARG et al., 2007; AJMAL, 2010).

Na tabela 5 estdo os diferentes tipos de biomassa capazes de remover varios tipos
de metais no mundo microbiano. Os resultados destes estudos variam amplamente por causa

dos diferentes critérios utilizados pelos autores na pesquisa dos materiais convenientes.
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Tabela 5 - Capacidade de remocao de metais pesados por diferentes tipos de biomassa.

Remogdo do metal

Sorbentes / fingicos Metal Referéncias
mg/g
Rhizopus arrhizu Ag 54 Tobin et alli., (1984)
Saccharomyces cerevisae Ag 4.7 Brady e Ducan, (1993)
Aspergillus niger Au 176 Kuyucak e Volesky, (1988)
Rhizopus arrhizus Au 164 Kuyucak e Volesky, (1988)
Candida tropicalis Cu 80 Mattuschka et alli., (1993)
Absidia orchidis Pb 351 Holan e Volesky, (1995)
S. cerevisiae Cd 15,41 Chen e Wang (2007)
Mucor rouxii Cd 20,31 Yan e Viraraghavan, 2003
Mucor rouxii Ni 20,49 Yan e Viraraghavan, 2003
S. cerevisiae Cr 12,84 Chen e Wang (2007)
Rhizopus arrhizus Cr 31 Tobin et al., (1984)
Rhizopus nigricanspus Cr 123,45 Bai e Abraham, (2002)
S. cerevisiae Cr 93,34 Bingol et al.,(2004)
Aspergillus Niger Cr 19,1 Shugaba et al., (2012)
Aspergillus parasitieu Cr 15,7 Shugaba et al., (2012)
Paecilomyces lilacinus Cr 7.91 Sharma, Adholeya (2011)

O termo biossorcdo é definido como um processo no qual os solidos de origem
natural ou seus derivados sdo usados na remocao/recuperacdo de metais pesados em meio
aquoso. A biossorcdo compreende na ligacdo de metais a biomassa por um processo que nao
envolve energia metabolica ou transporte, embora tais processos possam ocorrer
simultaneamente quando a biomassa viva for usada, visto que a biossor¢do pode ocorrer com
biomassa morta ou viva (COSSICH; TAVARES, 2000). Embora celulas vivas e mortas sejam
capazes de acumular metais, pode haver diferencas nos mecanismos envolvidos em cada caso,
sujeitando-se a extensdo da dependéncia metabolica (GADD, 1990; SAG, 2001; DETTMER,
2008).

A biossorcdo de metais ndo é baseada num unico mecanismo, ela consiste em
varios que quantitativa e qualitativamente se diferem de acordo com as espécies usadas. Na
biossorcdo de metais segue mecanismos complexos, entre eles: troca idnica, quelagéo,
adsorcdo por forcas fisicas e o aprisionamento de ions em capilares inter e intrafibrilares e em
espacos da rede de polissacarideos estruturais, como resultado do gradiente de concentracdo e
difusdo através da parede celular e membranas (COSSICH; TAVARES, 2000;
NAMASIVAYAM, 2008).

No processo de bioacumulacdo caracteriza-se pela acumulacdo ativa de metais por
células vivas, este processo é dependente da atividade metabdlica da célula. A tolerancia aos

metais deve refletir na habilidade de um organismo sobreviver em ambientes com altas
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concentragdes de metais, sem resultar na sua morte. O uso de biomassa microbiana com a
finalidade de tratar efluentes industriais por meio da biossorcéo, disponibiliza uma tecnologia
alternativa potencial (LLOYD, 2003). No mecanismo de bioacumulagdo, muitos micro-
organismos ligam-se efetivamente a ions metalicos bastante toxicos. Nesse processo, sdo
reconhecidos dois mecanismos: o primeiro envolve a ligacdo que ocorre na superficie da
membrana celular sem gasto de energia e no segundo, os ions metélicos podem entrar na
célula através da membrana e participar das vias bioquimicas (VELASQUEZ; DUSSAN,
2009; UYSAL, 2010). Na tabela 6, Pinto et al. (2004) citam alguns exemplos de micro-
organismos estudados no acimulo de metais como Prata, CAdmio, Ouro, Manganés, Zinco e

outros.

Tabela 6 - Bioacumulacdo de metais pesados

Tipo Microrganismo Metal
Streptomices sp. Prata
Bacillus subtillis Cadmio/Manganés/Ouro
Bactérias Zooglea SP. Cobalto/Cobre/Uréanio
Citrobacter sp. Chumbo/Cadmio/Uranio
Bacillus SP Cadmio/Cobre/Chumbo
Micrococcus luteus Cadmio
Chlorella vulgaris Cédmio/Zinco
Algas Chlorella homosphaera Céadmio/Zinco
Scenedesmus quadricauda Céadmio/Zinco
Aspergillus niger Céadmio/Cobre/Ouro/Lantanio
Aspergillus oryzae Céadmio/Cobre/Zinco
Penicillium sp Aluminio/Chumbo/Estanho
Fungos Penicillium chrysogenum Chumbo/T6rio/Uranio
Rhizopus arrizus Cromo/Manganés/Mercurio
Saccharomyces cerevisiae Céadmio/Cobre/Uréanio

Fonte: Adaptado de PINTO et al. (2004)

Os micro-organismos podem ser utilizados para eliminar a contaminacao
ambiental por metais, removendo-o0s de aguas contaminadas, sequestrando do solos e de
sedimentos ou até mesmo solubilizando-os, facilitando a sua extracdo (MEJARE; BULOW,
2001).

A imobilizagdo de metais pode ser designada pelo termo genérico “biossor¢ao”,
que se refere ao sequestramento de ions metalicos por materiais sélidos de origem natural
(YAN; VIRARAGHAVAN, 2003; VOLESKY, 2003). Também definem biossorcdo num
sentido amplo, como os métodos bioldgicos utilizados para a remogdo de metais. No entanto,
outros autores optam por considerar a biossor¢do apenas como a forma passiva de remogéo de

metais, independente da atividade metabdlica e que ocorre mesmo com biomassa morta,
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distinguindo-a da forma ativa de acumulacdo de metais, dependente da atividade metabdlica
da célula, designada de bioacumulacdo (TSEZOS et al., 1995; TSEZOS et al., 1997;

SHUGABA,2010).

A classificagdo dos mecanismos de acumulacdo de metais pode ser feita no tipo

de dependéncia do metabolismo celular ou de acordo com a localizagdo do metal na célula.

Presente na Figura 9.
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Figura 9 — Mecanismos de biossorcdo. a) classificacdo de acordo com a dependéncia ao
metabolismo celular; b) classificacdo de acordo com a localizacdo, na célula, do metal

removido.
Fonte: Adaptado de VEGLIO e BEOLCHINI (1997).

3.2.9 Industria de Curtume e a Legislacdo Ambiental

O Conselho Nacional do Meio Ambiente estabelece que a concentracdo maxima
de Cr(VI) nos efluentes a serem descartados seja inferior a 0,5 p.p.m e para Cr(lll) seja
inferior a 2,0 p.p.m. Portanto, é essencial que os curtumes utilizem técnicas de reducao dos
niveis de cromo em seus efluentes para um descarte adequado dos residuos no meio ambiente
(CONAMA n° 20 /1986).

A conhecida Lei do Couro n®11.211, de 19 de dezembro de 2005, que se esperava

atender a regulamentacdo do setor, apenas define couro como um “produto oriundo
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exclusivamente de pele animal curtida por qualquer processo”; as questdes especificas,
referentes aos aspectos ambientais ndo sdo tratadas. No art. 7°, I, diz-se que apenas obriga 0s
fabricantes ou importadores de calcados e artefatos a identificacdo por meio de simbolos dos
seus materiais empregados na fabricacdo dos produtos.

Com a consolidacdo de uma legislacdo que regulamenta o controle ambiental, a
indUstria passou a tratar os efluentes gerados nos processos produtivos do couro antes de
serem langados nos corpos de agua. Sendo assim, conclui-se que a regulamentacdo fica aos
encargos das resolucfes do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA e dos 6rgaos
Estaduais, responsaveis por estabelecer normas especificas, de modo que os efluentes nao
comprometam o padrdo de qualidade em que o corpo de agua estd enquadrado
(BIBIBLIOTECA CAMARA, 2007). A tabela 7 registra dados como parametros de pH,
temperatura, DBO, DQO, ST, aluminio, cromo total e ferro dissolvido, comparando-os com
alguns dos diferentes padrbes de lancamentos de efluentes estabelecidos pelo CONAMA
357/05, SSMA 01/89 - RS,CONSEMA 128/06 e pelo decreto N° 8.468/76 do Estado de S&o

Paulo.

Tabela 7 - Padrdes de langamentos de efluentes estabelecidos pelas legislagdes pertinentes.

Parametro Unidade CONAMA SSMA CONSEMA Decreto N°
430/2011 01/89-RS 128/06-RS 8468/76-SP
pH 5.0-9.0 6.5-8.5 6.0-9.0 5.0-9.0
Temperatura °C <40 <40 <40 <40
DBO mg O2L* 3 N.e 110 60
DQO mg O2L* N.e N.e 330 N.e
Sélidos Totais mg L™ 500 N.e 125 N.e
Aluminio mg Al 0,1 10 10 N.e
Cromo total mg CrL* 0,05 0.5 0.5 5.0
Ferro dissolvido  mg FeL™ 15 10 10 15

Fonte: Autor

As exigéncias postas pela legislacdo ambiental a diversas empresas sdo
determinantes no estimulo por métodos mais avancados, os quais viabilizam a eficacia dos
processos fabris e contribuem, consequentemente, com a preservacdo ambiental. Todavia,
nem todos obedecem aos padrBes exigidos, podendo comprometer a protecdo dos recursos
naturais, além de causar danos a saide humana. Dessa maneira, torna-se cada vez mais
imprescindivel a realizacdo de monitoramentos nas industrias por parte das entidades
governamentais, a fim de ditarem penalidades a todos aqueles que descumprirem ou

desrespeitarem as leis ambientais vigentes (PEREIRA, 2012).
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3.3 MICRO-ORGANISMO SELECIONADO E SUBSTRATO ALTERNATIVO

3.3.1 MICRO-ORGANISMO SELECIONADO: Cunninghamella elegans

Os fungos representam um dos mais diversificados grupos dos seres vivos, com
membros abrangendo um ampla gama de estilos de vida, formas, habitats e tamanhos. Cerca
de 100.000 espécies de fungos ja foram descritas, e estima-se que pode haver 1,5 a 5,1
milhdes de espécies de fungos existentes. (HIBBETT et al, 2011). Incluiem organismos
eucarioticos, heterotroficos (dependentes de processos enzimaticos para quebrar
biopolimeros) que sdo entdo absorvidos para a nutricao.

Nos fungos a reproducdo ocorre por meio de esporos podendo ser assexuada e
sexualmente (Alexopoulos et al., 1996). Contudo manifestacdo de mais de um tipo de
morfologia reprodutiva por uma unica grupo tem sido um grande desafio para taxonomistas
em nomear e classificar-los naturalmente. (WEBSTER; WEBER; 2007).

Tradicionalmente, os fungos podem ser incluidos nos filos Ascomycota,
Zygomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, e fungos mitospérico (Hawksworth et al,
1995), porém com a introducdo de novas tecnicas de biologia molecular , a medida que
estudos bioguimicos, morfoldgicos, ultra-estruturais e principalmente moleculares, avancaram
apontando diferencas, muitas modificacGes tém sido introduzidas no sistema de identificacdo
dos fungos e na classificacdo taxonémica.

O fungo Cuninghamella elegans pertencem a classe Zygomycetes que € dividida
em duas ordens principais: ordem Entomophthorales e Mucorales; e os fungos desta ordem
estdo distribuidos em seis familias diferentes: Cunninghamellaceae, Mortierellaceae,
Saksenaceae, Syncephalastraceae, Mucoraceae e Thamnidaceae (RIBES et al., 2000). Na
figura 10 sdo expressas as hominacdes taxondmicas da Cunninghamella elegans, importantes
para a andlise e aplicacdo desta espécie no meio cientifico, biotecnologico.

A classe dos Zygomycetes, compreende cerca de 770 espécies, possui
representantes que habitam diferentes ambientes, tais como: agua, solo, fezes, grdos
estocados, frutos, folhas, outros fungos, animais vertebrados e invertebrados
(ALEXOPOULOS et al., 1996). A estrutura vegetativa dos fungos pertencentes a essa classe
possui como caracteristicas principais: hifas cenociticas com septos (para diferenciar as

estruturas reprodutivas). O Filo Zygomycota compreende todos os fungos que produzem
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zigdsporo (que é um zigoto), contido em um zigosporangio de parede espessa.

O processo de reprodugdo dos Zygomycetes ocorre de forma assexuada, atraves
da producdo de esporangiosporos, ou sexuada, por copulagdo gametangial; que envolve a
fusdo de hifas gaméticas (ou gametangios) culminando com a formacao do zigdsporo dentro
de um zigosporangio, que origina o esporangiéforo germinal em cujo esporangio séo
formados os meidsporos. As espécies sdo, em geral, mondicas ou sexualmente
indiferenciadas, podendo ser homotalicas ou, mais comumente, heterotélicas.
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

O género Cunninghamella esta presente na classe dos Zygomycetes; ele exibe
colénias com crescimento rapido, coloragdo variando entre branca a cinza, esporangi6foro
ereto, ramificado e na extremidade de cada ramificacdo, formam-se vesiculas piriformes ou
globosas com diversos esporangiolos. Seu micélio, quando jovem, ndo exibe septo; a presenca
septacdo nas hifas esta associada a idade da cultura (FREITAS SILVA et al., 2007).

Reino Fungi

A

| ASCOMYCOTA H BASIDIOMYCOTA H ZYGOMYCOTINA || MITOSPORICO
Classe | ZYGOMYCETES |

C elegans

C. bertholletiae

Ordem | MUCOLARES |

C. echinulata

C. blakeslean

C. phaeospora

Género

‘ CUNNINGHAMELLE

C. intermedia

C. vesiculosa

C. polymorpha

C. homothallica

BN A A A A A A

C. clavata ‘

Figura 10 - Classificacdo taxonémica C. elegans
Fontes: Hibbett et al. (2007), Adaptado de Hollman et al. (2008).
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Estudos taxondmicos a respeito do género Cunninghamella baseiam-se em
aspectos morfofisioldgicos, contudo as espécies C. elegans e C. bertholletiae,
particularmente, apresentam estruturas reprodutivas similares, dificultando consequentemente
a identificacdo. Novos recursos surgem para auxiliar a taxonomia morfofisiolégica, a exemplo
do estudo com marcadores bioquimicos; esta metodologia tem contribuido para a resolugéo de
varios problemas relacionados a classificacdo e aspectos filogenéticos (BLAKRISHNAN,
2002).

O Cunninghamella tem como caracteristica a presenca de quitina e quitosana em
sua parede celular, podendo ser encontrado em varios ambientes, como dunas, pradarias,
turfeiras, sedimento de estuérios, solos de deserto, dguas poluidas, sedimento de estuérios,
entre outros susbstratos organicos. Este possui mais de 12 espécies descritas, sendo
caracterizado por causar patologias conhecidas como zigomicoses, podendo também, na sua
maioria, ser constituido de espécies saprobias, utilizando materia organica, como substrato, é
0 caso da espécie Cunninghamella elegans (GOMES et al., 2000).

O fungo Cunninghamella elegans é citado na literatura pela sua habilidade de
remocéo de xenobidticos (AMBROSIO; TAKAKI, 2004; AMBROSIO et al., 2012).

A biomassa de Cunninghamella elegans apresenta elevada quantidade de quitina
na parede celular o que demonstra a sua capacidade de remocao e descoloracdo de corantes
azo reativos, (AMBROSIO et al., 2012). C. elegans também é citado em processos de
biossor¢do de metais pesados (FRANCO et al., 2004; SOUSA, 2005).

Diferentes poluentes podem ser removidos dos efluentes liquidos, utilizando a
quitosana derivadas de fungos na remocéo de: cations metalicos, corantes, fendis, entre outros
poluentes. Dentre o uso de fungos o uso de polissacarideos isolados como quitina e quitosana
sdo amplamente utilizados para a remocdo de varias poluentes, inclusive de &guas
residudrias, demonstrando ser um biossorbente muito atrativo pela sua excelente capacidade
de adsorcdo, destacando-se o0s idns metalicos e corantes (BHATNAGAR 2009). Neste
sentido, varios trabalhos demonstram a aplicabilidade de quitosana microbioldgica obtida de
fungos da classe Zygomycetes, ordem Mucorales, na descoloracdo de azo corantes utilizados
na inddstria téxtil, considerando a presenca de quitosana (AMBROSIO e CAMPOS-
TAKAKI, 2004; SILVA et al., 2013).

Destacam-se ainda, as inimeras aplicaces da quitosana devido as propriedades

de adsorcéo e complexacdo utilizadas na remocgéo de corantes e ions metalicos em efluentes
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industriais (PERJU e DRAGAN, 2010; CHATTERJEE et al., 2011; LING et al., 2011; AUTA
e HAMEED, 2013).

O alto contetdo de grupos amino e grupos funcionais hidroxilas da quitosana,
demostra o seu significativo potencial para a adsorcdo remocdo de diferentes poluentes
aquaticos, a utilizacdo da quitosana e seus derivados vem ganhando grande atencdo como
biossorventes eficaz e também aos baixo custo tornando o processo econémico (GUIBAL,
2004; BHATNAGAR, 2009).

Considerando as propriedades quimicas estruturais da biomassa de
Cunninghamella elegans, ensaios como uso de adsorvente no processo de remogédo de metais
pesados , sob condicdes apropriadas, representariam uma nova promissora alternativa para a

remediacdo de problemas ambientais.

3.3.2 Substrato Agroindustrial Alternativo: Milhocina

O cultivo de milho no Brasil em 2010, segundo o IBGE foi de 40 milhGes de
toneladas, resultado bastante positivo apresentado por agricultores do centro-sul do pais.
Com o auxilio de técnicas avancadas, profissionais deste ramo vém registrando o aumento
gradual dos altos rendimentos, comprovando, dessa maneira, a grande demanda e
disponibilidade de milho no mercado. O estado do Parana € um dos maiores produtores de
milho, com uma safra anual de cerca de 12 milhdes de toneladas (ABIMILHO, 2011).

As industrias que realizam o beneficiamento do milho por um processo a seco,
atraves dele, retiram o gérmen do gréo e o reutilizam na inddstria alimenticia, na producéo de
canjicas, cereais etc. Ja no processo por via Umida, o grdo de milho é macerado e o amido
retirado, sendo este utilizado na fabricacdo de véarios produtos, a exemplo da cerveja. Este
processo da origem ao efluente conhecido como agua de maceracdo ou milhocina, o qual
contém grande quantidade de matéria organica (ABIMILHO, 2011).

Subprodutos séo aqueles provenientes de um processamento industrial, onde se pode
produzir um novo produto a partir deste. Uma maior utilizacdo é limitada pela falta de
conhecimento da composi¢do quimica, viabilidade econdmica e garantia de seguranca alimentar e
ambiental dos subprodutos industriais (MENEGUETTI; DOMINGUES, 2008).

A milhocina, também chamada de corn steep liquor, € um subproduto do

beneficiamento de milho; um substrato de baixo custo, é considerada uma excelente fonte de
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carbono e/ou nitrogénio, aléem de conter em sua composi¢do: aminoacidos, vitaminas e sais
minerais (Tabela 07). Estudos estdo sendo desenvolvidos para adiciond-la a processos
fermentativos, servindo como fonte de nutrientes para microrganismos. Além disso, ela vem
sendo bastante utilizada como complemento na fabricacdo de racdo para aves e ruminantes
(AMARTEY; LEUNG, 2000; SILVEIRA et al., 2001).

A milhocina apresenta algumas desvantagens entre estas estdo: a alta
concentracdo de matéria organica apresentada em sua composicdo, a qual quando ndo tratada
corretamente pode ocasionar a morte de animais aquaticos; a sua variavel composicéo, a qual
depende da qualidade do grao de milho e do seu processamento; além da inviabilidade gerada
pelo alto custo em sua producéo (LIGGETT; KOFFLER,1998). Na tabela 8 estdo presentes 0s

componentes nutricionais da milhocina.

Tabela 8 - Componentes nutricionais da milhocina
COMPOSICAO BASICA

AMINOACIDOS (%) VITAMINAS (mg/Kg) MINERAIS | (mg/Kg) (%)
Alanina 9,83 Biotina 0,3 Calcio 0,14
Arginina 3,68 Colina 3,500,0 Cobre 15,0
Aspartico 5,82 Inositol 6.000,0 Ferro 100,0
Cisteina 2,20 Niacina 80,0 Manganés 20,0
Ac. Glutdmico 18,07 Piridoxina 9,0 Manganés 0,6
Triptéfano Riboflavina 6,0 Potassio 2,8
Glicina 5,27 Tiamina 3,0 Sodio 0,1
Histidina 3,72 Acido Pantoténico 15 Fosforo 1,8
Isoleucina 3,07 Selénio 0,3
Leucina 8,28 Zinco 60,0
Lisina 4,75 Enxofre 0,6
Tirosina 3,09
Metionina 1,98
Fenilalanina 2,85
Prolina 9,64

Fonte: SILVEIRA et al. (2001)

Considerando atualmente uma crescente exigéncia de qualidade nos processos de
beneficiamento do couro bem como uma tendéncia dos consumidores optando por produtos
mais ambientalmente responsaveis, foi essencial para que as empresas comecam a se adaptar
a este novo paradigma de mudangas no processo de producdo. Uma vez que os métodos
tradicionais vem acarretando uma série de danos impactante sobre o0 ambiente e a saude
(ALVES, et al. 2008).

Assim, de uma forma mais ampla, a busca pelo desenvolvimento de processos de
producdo de couro mais limpa, bem como, a melhoria da qualidade da matéria-prima

tornam-se cada vez mais importantes, exigindo avangos tecnoldgicos nos processos de
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tratamento do couro, de modo a substituir o uso de substancias xenobidticas, especialmente o
cromo; como também para 0 cumprimento de normas ambientais por meio do
desenvolvimento de métodos de tratamento e recuperagdo dos efluentes gerados pela

industrias do couro.
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Resumo

Estudos foram realizados com Cunninghamella elegans UCP/WFCC 0542 avaliando 0s
efeitos de associacdo sacarose, asparagina e milhocina na producéo de biomassa e quitosana
em fermentacdo submersa. As concentracfes dos componentes do meio de cultivo foram
estabelecidas por um planejamento fatorial completo de 23 para avaliar as interacoes e efeitos
das variaveis independentes sacarose, asparagina e milhocina, em relacdo ao conteido de
carbono e nitrogénio, sob a varidvel resposta producdo de quitosana, relacionada a biomassa.

Os resultados obtidos indicaram que os ensaios no ponto central (Asparagina 0,025%,
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Sacarose 0,15%, suplementado com 0,45% de Milhocina), com relagédo C:N de 2:6, observou-
se rendimentos maximos de biomassa de 16,95g/L e de quitosana 2,14g/L, com 96 horas de
cultivo. O espectro de absorgdo ao raio infravermelho da quitosana produzida por C.elegans
apresentou bandas relacionadas ao estiramento axial —OH entre 3406 e 3432 cm™, sobreposta
a banda de estiramento N-H; com deformacéo axial de C=0O de amida por volta de 1639 cm™,
deformacéo angular de N-H em aproximadamente 1560 cm™; deformacéo axial de -CN de
amida por volta de 1421 cm™; deformagdo angular simétrica de CH3 em 1379 cm™;
deformagéo axial de -CN de grupos amino entre 1125 a 1250 cm™ e bandas de estruturas
polissacaridicas na regido entre 890 a 1150 cm™. O indice de cristalinidade da quitosana foi
de 60,92%, com grau de desacetilagdo de 75,25%. As baixas porcentagens dos substratos
sacarose e asparagina suplementados com milhocina no ponto central do planejamento

oferecem elevada producédo de biomassa e quitosana de baixo custo.

Palavras chaves: Cunninghamella elegans; quitosana; sacarose; asparagina; milhocina.

1. Introducéo

O género Cunninghamella exibe coldonias com crescimento rapido, coloracéo variando
entre branca a cinza, esporangioforo ereto, ramificado e na extremidade de cada ramificacédo
formam-se vesiculas piriformes ou globosas com diversos esporangiolos. O micélio quando
jovem ndo exibe septo. A septacao esta associada a idade da cultura [1,2].

A habilidade de catabolizar xenobioticos, em especial compostos aromaticos, drogas
farmacoldgicas e ainda, biossolver metais pesados, alem de realizar biodessulfurizacdo do
organosulfurado dibenzotiofeno — DBT fazem do género Cunninghamella serem importantes
na indicacdo para o estudo de biorremediacdo em ambientes contaminados [3,4,5,6].

Os nutrientes utilizados para crescimento microbiano dependem de certo balanco das
fontes carbono e nitrogénio, com a necessidade de produzir metabolitos secundarios. No
sentido de aproveitar 0s residuos industriais sdo necessarios conhecimentos sobre quantidade
e qualidade em carboidratos, proteinas ou lipidios para 0 uso como substrato para a producéao
de compostos biotecnoldgicos [7,8]. Desta forma, a busca por substratos agroindustriais,
como fontes renovaveis, sendo uma tecnologia alternativa para a producdo de biomassa e
quitosana, utilizando também importantes parametros como velocidade de agitacdo,
temperatura, pH, e principalmente, as fontes de carbono e nitrogénio [9,10,11,12, 13, 14].

Dentre as fontes agroindustriais renovaveis, a milhocina é sem ddvida, um dos
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subprodutos mais amplamente utilizados. A milhocina € obtida do beneficiamento do milho,
rica em compostos aminados, como aminodcidos essenciais, vitaminas, entre outros
nutrientes, sendo utilizada como alimento complemento na fabricacdo de ragdo para aves e
ruminantes. Contudo, a milhocina tem demonstrando ser uma fonte nutricional de baixo
custo, atuando efetivamente como fonte de nitrogénio em véarios processos fermentativos para
obtencdo de insumos de elevado valor agregado [15, 16, 17, 18, 19, 20].

Por outro lado, a quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza. E
sintetizado, principalmente, por fungos, nematédeos e artrépodes. Alguns pesquisadores
consideram a quitina como um derivado da celulose porque ambas partem de uma estrutura
molecular semelhante [21,22].

Os polimeros quitina e quitosana sdo considerados homopolissacarideos
biodegradaveis, biocompativeis, produzidos por fontes naturais, 0s quais sdo constituidos por
unidades de 2-acetamida-2-deoxi-D-glicosamina e 2-amino-2-deoxi-D-glicosamina,
respectivamente unidas por ligagdes B(1-4), diferindo entre si na proporcéo relativa dessas
unidades glicosidicas e quanto a solubilidade [23,24].

A quitosana € um polimero biodegradavel de alta massa molecular com varias e
importantes aplicacdes em funcdo de suas principais caracteristicas como baixa toxicidade,
elevada biodegradabilidade e producdo a partir de substratos renovaveis. E aplicada em
diferentes setores, desde area medica e farmacéutica até na agricultura e industria de
alimentos devido a sua versatilidade [ 25, 26,27].

A quitosana pode ser obtida a partir da desacetilacdo parcial da quitina proveniente do
exoesqueleto de crustaceos, contudo, no processo de obtencdo alguns residuos podem causar
problemas alérgicos. Desta forma, a utilizacdo de fungos, principalmente, os da ordem
Mucorales, representam grande potencial biotecnoldgico, considerando o significativo
conteddo de quitina e quitosana em suas paredes celulares [28].

Neste trabalho foram realizadas investigacbes com a associacdo dos substratos
sacarose, asparagina e milhocina em baixas concentracdes na producdo de biomassa e
quitosana por Cunninghamella elegans UCP/WFCC 542, no sentido de conhecer a influéncia

da relacdo 2:6 Carbono: Nitrogénio.

2. Resultados e Discussao

2.1 Efeitos da sacarose, asparagina e milhocina na producéo de biomassa e de quitosana
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Inicialmente foi investigada a exigéncia nutricional de Cunninghamella elegans em
relacdo aos constituintes do meio sacarose, asparagina e milhocina, considerando a proporgao
C:N de 2:6, (excesso da fonte de nitrogénio), na producdo da biomassa e de quitosana de
acordo com as variaveis independentes, como apresentado na Tabela 1. Os resultados obtidos
demonstraram que milhocina favoreceu a produgdo de biomassa, aumentando a relacéo
carbono/nitrogénio em todos os ensaios do planejamento. A maior producdo de biomassa e
de quitosana foi observada no ponto central do planejamento fatorial completo de 23,
correspondendo a 16,95¢/L para biomassa e uma producdo excelente de 2,14g/L de quitosana.

Os dados obtidos sugerem que a associacdo da sacarose e asparagina com a milhocina
(asparagina 0,025% e sacarose 0,15% com 0,45% de milhocina) apresenta-se como a melhor
condicdo. O pH inicial variou de 4,01 a 4,66 passando para 5,10 a 5,48. A mudanca de pH do
meio, contudo permanecendo na faixa acida sugere condicdo 6tima para a atividade da enzima
quitina desacetilase na producéo de quitosana, considerando que o pH 6timo da enzima € 4,5,
segundo Kafetzopoulos et al, [29]. O aumento de biomassa é explicado considerando o
enriquecimento do meio pela presenca de aminoacidos (leucina, isoleucina, lisina, metionina,
tirosina, fenilalanina, treonina e serina), vitaminas (biotina, colina, inositol, niacina,
piridoxina, riboflavina, tiamina e acido pantoténico), que segundo Bento et al, [30], sdo

fontes nutricionais fundamentais para a producao de biomassa e de quitosana por C. elegans.

Tabela 1 - Resultado da producdo de biomassa e quitosana por Cunninghamella elegans no
interval de 96h, 150 rpm, seguindo um planemento fatoria de 23

. H H Biomassa uitosana
Ensaios Inicial Final (g/L) ° (g/L)
1 4.66 5.30 10,83 0,60
2 4,01 5.10 11,12 1,51
3 4.02 5.46 14,62 1,07
4 4,59 5.09 10,63 1,93
5 4.01 5.48 14,64 2,03
6 4,01 5.40 14,72 1,52
7 4,03 5.37 13,47 1,04
8 4.02 5.15 14,02 1,55
9 4.03 5.44 16,95 2,10
10 4.02 5.21 16,03 2,08
11 4,01 5.50 15,77 2,12
12 4.01 5.29 15,52 2,14

“‘Matriz do planejamento de 23 para a producdo de biomassa e quitosana:
Asparagina %: -1(0); 0 (0.025); 1(0,05); Sacarose %: -1(0,1); 0(0,15); 1 (0,2);
Milhocina %: -1 (0,3); 0 (0,45); 1 (6)
Estudos realizados por [30] usando fungo da mesma ordem Mucorales, encontraram

1,19¢/L de quitosana com 72h de cultivo, demonstrando resultados inferiores aos produzidos
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por C. elegans em sacarose, asparagina suplementado com milhocina. Por sua vez, Cardoso,
et al., 2012 [20] usando milhocina e mel produzido por abelhas como componentes do meio
para producdo da biomassa e quitosana por Rhizopus arrhizus encontrou rendimentos de

20,61 g/L e 29,3 g/L, respectivamente, sendo este ultimo, inferior ao obtido neste trabalho.
2.2 Avaliacao das variaveis independentes na producéo de biomassa e de quitosana

Os dados experimentais obtidos neste trabalho foram submetidos a andlise estatistica
para avaliar o efeito dos compontes do meio de cultivo (sacarose, asparagina e milhocina),
sob a producdo de biomassa e quitosana no ensaio selecionado como de maior rendimento de
biomassa e quitosana.

A Figura 1 apresenta o diagrama de Pareto — com nivel de confianga de 95%, para
estimativa dos efeitos lineares e de segunda ordem em valor absoluto do planejamento fatorial
completo 2° — tendo como variaveis independentes: (1) asparagina (2) sacarose (3) milhocina
e como variavel resposta a concentracdo de biomassa. A magnitude de cada efeito é
representada pelas colunas, e a linha transversal as colunas correspondente ao valor de p igual
a 0,05 que indica o quéo grande deve ser o efeito para ter significado estatistico.

Portanto, pode-se observar que entre os fatores estudados, apenas a milhocina
exerceu um efeito estatisticamente significativo sobre o aumento da producédo de biomassa.
Entretanto a variavel independente milhocina (3), quando associada a asparagina (1)
influenciaram positivamente para o aumento da biomassa, porém ndo apresentou um efeito
estatisticamente significativo.

Os resultados obtidos sugerem que ocorreu uma melhor adaptacdo fisiologica de C.
elegans quando estava presente a milhocina subproduto rico em vitaminas, aminoacidos e sais
minerais), provavelmente, devido a milhocina apresentar em sua composicdo aminoacidos
essenciais para a sintese dos constituintes celulares do fungo em estudo. Estes resultados sdo
apoiados pela literatura que descrevem aumento da producdo de biomassa de fungos
filamentosos, leveduras e bactérias usando a milhocina como fonte essencial na composicao

dos meios de cultivo utilizados nos processos fermentativos [7, 8].
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Varidvel Dependente: Biomassa
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Figura 1- Diagrama de Pareto para planejamento fatorial completo 22, tendo como variaveis
independentes: (1) asparagina (2) sacarose (3) milhocina e como variavel resposta a
concentracdo de biomassa

A Figura 2 apresenta o diagrama de Pareto com nivel de confianca de 95%, para
estimativa dos efeitos lineares e de segunda ordem em valor absoluto do planejamento fatorial
completo 2° — tendo como variaveis independentes: (1) asparagina (2) sacarose (3) milhocina
e como variavel resposta o rendimento de quitosana. A magnitude de cada efeito é
representada pelas colunas, e a linha transversal as colunas correspondente ao valor de p igual
a 0,05 que indica o quéo grande deve ser o efeito para ter significado estatistico.

A analise do diagrama de Pareto (Figura 2) sugere que, nas condicGes estudadas, a
asparagina, a milhocina e a interacdo entre a asparagina e a sacarose favoreceram, com
significancia estatistica, 0 aumento do rendimento de quitosana. Pode-se ainda observar, a
interacdo da sacarose com a milhocina e a interacdo da asparagina com a milhocina exerceram
efeitos negativos altamente significativos do ponto de vista estatistico sobre o rendimento de
quitosana. Por outro lado, a sacarose influenciou negativamente para o rendimento de

quitosana e ainda ndo apresentou um efeito estatisticamente significativo.
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Variavel Dependente: Quitosana
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Figura 2 - Diagrama de Pareto para planejamento fatorial completo 2*, tendo como variaveis
independentes: (1) asparagina (2) sacarose (3) milhocina e como variavel resposta o
rendimento de quitosana

2.3 Caracteristicas fisico-quimicas da quitosana

As caracterizacgdes fisico-quimicas do polimero isolado estdo apresentadas através da
difracdo de raios-X e dos espectros de absorcdo ao infravermelho (Figuras 2A e 2B). No
espectro de absorcdo ao raio infravermelho observou-se bandas relacionadas ao estiramento
axial —OH entre 3406 e 3432 cm-', sobreposta & banda de estiramento N-H; com deformacao
axial de C=O de amida por volta de 1639 cm' deformacdo angular de N-H em
aproximadamente 1560 cm-1; deformacdo axial de -CN de amida por volta de 1421 cm-1;
deformacdo angular simétrica de CH3 em 1379 cm-1; deformacédo axial de -CN de grupos
amino entre 1125 a 1250 cm-1 e bandas de estruturas polissacaridicas na regido entre 890 a
1150 cm-'. Portanto, o perfil dos espectros de absorcdo ao raio infravermelho apresentado
pela quitosana isolada de C. elegans sdo apoiados pela literatura [1, 11,15].

A espectroscopia na regido do infravermelho da quitosana obtida por C. elegans no
ponto central do planejamento fatorial 23 (Tabela 1) e de quitosana comercial (Polymar)
foram utilizados para determinar o grau de desacetilacdo [15]. Os graus de desacetilacdo de
quitosana microbiolégica e do padrdo Polymar obtidos foram 75,25% e 78,5%,

respectivamente, verificando-se que através de espectros na regido do infravermelho o grau de
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desacetilacdo da quitosana microbioldgica, excede em 3,25% comparada ao padrdo comercial.
Investigando a utilizacdo de quitosana na remogéo de agentes poluidores em efluente téxtil,
Silva [14] caracterizou a amostra de quitosana extraida do micélio de C. elegans relatando que
0s graus de desacetilacdo apresentaram qualidade, ligeiramente, superior ao padrdo comercial
usado como referéncia. Em experimento realizado na obtencdo de quitosana produzida pelo
fungo filamentoso Rhizopus arrhizus observando-se grau de desacetilagéo 88,2%, resultado
estatisticamente similar ao obtido neste trabalho [17].
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Figura 3. Espectros de absorcdo ao Infravermelho. (A) Quitosana microbiologica produzida
por Cunninghamella elegans cultivada no meio sacarose, asparagina e milhocina (C:N; 2:6) e
(B) Quitosana comercial

A partir da difracdo de raios-X, obtida da quitosana microbiolégica obtida de C.
elegans na melhor condicdo do planejamento fatorial foram calculados o indice de
cristalinidade (Icr), sendo obtido resultado igual a 60,92%, superior ao indice de
cristalinidade (56,94%), da amostra padrdo (Figuras 4A e 4B). Pela analise de difracdo de
raios-X observou-se graus de ordenamento dos polimeros, os quais podem ser influenciados
por varios fatores, principalmente, processos de isolamento e liofilizacdo, segundo a literatura
[17, 21, 23, 27]. Desta forma, os indices de cristalinidade estdo relacionados as propriedades
fisico-quimicas do polimero cujas alteracbes podem estar relacionadas confirmando o alto
grau de desacetilacdo das quitosanas [24]. Os resultados obtidos neste trabalho estdo

compativeis com a literatura [21].
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Figura 4. Difratograma de Raios-X de quitosana. (A) Quitosana microbiolégica de C.
elegans na melhor condicdo do planejamento fatorial completo. (B) Difratograma de Raios-X
quitosana comercial

3. Secdo Experimental

3.1. Micro-organismo e manutengéo

Foi utilizada a linhagem de Cunninghamella elegans UCP/WFCC 0542 da Colecéo de
Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais—NPCIAMB/UNICAP, registrada
no World Federation for Culture Collection (WFCC). A cultura foi mantida no meio PDA

(Batata-Dextrose-Agar) mantido a temperatura de 5°C.
3.2 Producao de biomassa por C. elegans

O indculo foi realizado transferindo-se esporangiolos de C. elegans para frascos de
Erlenmayer contendo 100mL de 4gua destilada estéril para obtencéo de uma suspensdo de 10’
células/mL e em seguida, aliquotas de 1mL foram transferidas para placas de Petri (9
cm/diametro) contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) incubadas por 24 horas a 28°C.
Posteriormente, 20 discos (30x6mm) foram transferidos para o meio de producao conforme
concentracdes estabelecidas pelo planejamento fatorial de 2 em frascos de Erlenmeyer de
250 mL de capacidade, contendo 100 mL do meio de cultivo constituido por milhocina,
asparagina e sacarose (Tabela 2). O cultivo foi realizado sob agitacdo orbital de 150 rpm, a
28°C, durante 96 horas. Ao final do cultivo, a massa micelial de C. elegans foi filtrada a
vacuo, lavada com agua destilada estéril gelada e em seguida congelada e liofilizada. Para a
detemicdo do peso constante da biomassa foi mantida em dessecador a vacuo e a pesagem

feita por gravimetria expressa em g/L.
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Tabela 2- Matriz do planejamento de 23 para a producdo de biomassa e quitosana por
Cunninghamella elegans.

Variaveis Niveis

Independentes -1 0 +1

Asparagina% (p/v) 0.00 0,025 0,05
Sacarose% (p/v) 0,1 0,15 0,2

Milhocina% (v/v) 0,3 0,45 0,6

3.3 Extracdo da quitosana

A extracdo do biopolimero quitosana foi realizada por meio de tratamento alcali/acido
que consiste na desproteinizagdo da biomassa liofilizada com a adicdo de uma solucdo de
hidréxido de s6dio (1M/30mL/g121°C por 15min), e em seguida, a separacdo da fracdo alcali-
insoluvel (AIF) apds centrifugacdo (4000rpm/15min) por filtracdo a vacuo. Apos a separacdo
da fracdo AIF foi feita a lavagem do material filtrado em etapas alternadas com soro
fisiologico (0,85%) e agua destilada gelada até pH 7. O residuo obtido, apos esta etapa, foi
submetido ao tratamento com &cido acético (2% 30 mL/v/g 100°C por 15min) em seguida
centrifugado(4000rpm/15min) e filtrado. O residuo foi lavado com &gua destilada gelada e
centrifugado (4000rpm) até pH 7,0, para obtencdo da quitina. Em seguida levada a estufa de
secagem (30°C/48h). O sobrenadante foi alcalinizado até pH 9,0, mantido em refrigerador por
24 horas para precipitacdo e concentragdo da quitosana. A quitosana obtida por centrifugacao
(4000rpm/15min), foi lavada com agua destilada gelada e soro fisiologico até pH 7,0. Em
seguida, a quitosana foi seca em estufa com temperatura de 30°C, por 24-48 horas [32,33]. O

teor de quitosana foi expresso em g/L.
3.3 Determinacéo do carbono e nitrogénio total

No meio de cultivo do planejamento experimental, com maior producdo de biomassa e
quitosana, foram realizadas andlises quimicas quanto aos teores de carbono organico e
nitrogénio total consumido por C. elegans e o remanescente no meio de cultivo. O percentual
do carbono foi avaliado pelo método volumétrico do bicromato de potassio e titulacdo pelo
sulfato ferroso. Este método consiste na oxida¢do do carbono organico contido em um
determinado volume de amostra, com solugdo 0,1 N de dicromato de potassio em meio acido,
seguida de titulacdo do excesso de dicromato com solucdo de sulfato ferroso amoniacal 0,05
N, utilizando-se solucdo de ferroina como indicador [34].

Para determinacdo do nitrogénio total foi usado o método de Kjeldahl que compreende

duas etapas: (1) digestdo da amostra para converter Norg. @ fon amonio (N-NH, ) e (2)
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N
determinagdo do N-NH, no digerido, apds destilacdo com alcali. O sulfato de amoénio

resultante da digestdo € aquecido com uma base, desprendendo amonia (NH,), e a reagéo

+

pode ser representada pela equagéo: NH, + OH & NH, + H,0. A amonia é entéo recolhida

+
em uma solucéo acida, e a espécie N-NH, determinada por colorimetria, eletrodo ion seletivo

ou titulagdo com solugdo padréo &cida [35, 36].
3.4 Determinacéo do pH

Apds o cultivo, o liquido metabdlico livre de células foi submetido a determinacéo do
pH por potenciometria. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

3.5 Caracterizacao fisico-quimica da quitosana

Espectroscopia ao raio infravermelho — IR: Foram utilizados dois miligramas (2mg)
de quitosana previamente seca a 60°C sob pressdo reduzida. Em seguida foram
completamente homogeneizadas com 100mg de brometo de potassio (KBr). Os discos de
brometo de potassio preparados foram secos durante 24 h a 110°C, sob pressdo. Os espectros
ao raio infravermelho foram realizados utilizando-se espectrotdmetro com transformada de
Fourier (FTIR), BRUKER Mod. IFS. Discos de brometo de potassio foram utilizados como
referéncia. A intensidade das faixas de absorcdo méaxima foi determinada pelo método de
linha base. O grau de desacetilacdo (DA%) foi determinado de acordo com a metodologia

descrita, aplicando a seguinte equacéo [15]:
[DD% = (A1655/A3450).100/1] (1)

indice de cristalinidade: O difratograma de raios X da quitosana foi obtido no
Laboratorio de Raio-X do Departemento de Fisica da UFPE. A medida foi ralizada usando o
equipamento raios-X modelo SIEMENS D 5000, radiagio Cu Ko sendo A = 1,542 A°, em
uma faixa de varredura entre 4° e 50° com taxa de 0,02 min™. A distancia interplanar foi
determinada pela largura da meia altura do pico de maior intensidade (Ic). O indice de

cristalinidade (Icr) foi determinado com o emprego da equacao:
[% =1lcr (Ic —1a/ Ic) x 100] (2

sendo: Ic e la as intensidades dos sinais das regides cristalinas (20=20°) e amorfas (20=12°).
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3.6 Planejamento fatorial

A validacdo da producéo do biopolimero quitosana e a verificagdo da influéncia das
fontes de carbono e de nitrogénio, no crescimento micelial de C. elegans, foram realizadas por
meio de Diagramas de Pareto. Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a
analises estatisticas por meio do Programa STATISTIC versao 7.0 da StatSoft Inc., USA. Foi
realizado um planejamento fatorial completo de 2° para analisar os efeitos principais e
interacbes das variaveis concentracdes asparagina, milhocina e sacarose sobre a variavel
resposta producdo de biomassa e quitosana, utilizado o software STATISTICA verséo 7.0 da
StatSoft®.

4. Conclusdes

A producédo de biomassa e quitosana por C. elegans atraves de processo fermentativo,
possibilitou nas condigdes aqui estudadas, a identificacdo das principais interacbes e dos
efeitos que foram produzidos pelas fontes de carbono e nitrogénio presentes na formulacéo do
meio de cultivo de baixo custo. A milhocina demonstrou ser a Unica variavel independente
que influencia significativamente o aumento simultdneo das concentracbes de carbono e
nitrogénio no meio estudado, possivelmente, devido a presenca de varios aminoacidos
essenciais sua composicdo. Neste sentido, o bioproduto formado na proporcdo de 2:6 de
Carbono:Nitrogénio do meio (sacarose, asparagina, milhocina), na melhor condicdo apresenta
elevada producdo, bem como caracteristicas fisico-quimicas importantes para assegurar a

condicao de um biopolimero promissor para varias aplicacdes.
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Abstract

Chromium and its compounds are toxic metals introduced into natural water from a variety of
industrial wastes. The major sources are from leather tanning, textile dyeing, electroplating,
and metal finishing industries, which cause severe environmental and public health problems.
The adsorption process is one of the most efficient methods to remove chromium of from
waste water. The aim of this study was the evaluation of Cunninghamella elegans 0542
biomass as biosorbent for Cr (V1) in aqueous solutions. The C. elegans biomass was produced

using sucrose and corn steep liquor, asparagine as carbon sources and nitrogen. The residual
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chromium was determined by using 1,5-diphenyl carbohydrazide in plasma atomic absorption
spectroscopy (AAS). The results of the kinetic biosorption 96 hours corresponded to the
concentration of chromium used with removal of 97.2, 90, 72,04, 41,74, 36,39, 22, and 16%,
respectively for concentrations of 5, 10, 25, 50, 75 and 100 mg/L, showing a removal
efficiency at low concentrations. It was also found that the maximum absorption corresponds
to 9.1 mg/g of biomass was obtained in solution containing 100 mg/L of chromium. The
analysis of the kinetic data show that biosorption of chromium followed the kinetics model

pseudo-second order.

Key words: Cunninghamella elegans, biomass, biosorption, chromium (V1)

1. Introduction

Heavy metals are considered the most pollutant agents and part of its liberation in
environment is related to human industrial activities. The increase in the metallic ions
concentration is causing serious ecological problems in many parts of the world [1,2,3,4,].

The industrial residues containing heavy metals can cause damages to the environment
and to the health human being [5]. Chromium (Cr) is considered an essential metal, but in
high concentrations can be harmful to the live systems, including, human being [6].
Chromium enters the air, water, and soil mostly in the chromium (I11) and chromium (VI)
forms. Chromium, in its myriad chemical forms and oxidation states, has been well studied in
terms of its general chemistry and its interactions with biological molecules. Chromium (V1)
and its compounds are classified as carcinogens [7]. In Brasil, the resolution 357/2005 of the
National Environmental Council -CONAMA [8] establishes the maximum concentration of
this metal in aguatic environments.

Chrome is the primary threat when ever tanning industry comes in to practice. Though
many treatment options were evaluated to prevent its consequence on the environment,
neither of them could achieve to treat or recover chrome 100%. Treatment options are either;
inefficient, complicated, energy demanding, costly or applicable to a certain parts of the world
due to technology or skilled man power demand.

Adsorption is integral to a broad spectrum of physical, biological, and chemical processes

and operations in the environmental field. The adsorption is an alternative method of
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treatment used for the toxic metal removal of industrial effluents. In this process, adsorbent is
the substance on the surface of which adsorption takes place, and .adsorbate is the substance
which is being adsorbed on the surface of adsorbent [9]. The application of this technique has
been considered superior to others techniques for the waters reuses of effluents in terms of
initial cost, flexibility, and operational facilities. However, the process efficiency is related to
the adsorbent properties, such as high capacity, high selectivity, low cost, long life, fast
kinetics and disponibility [10].

The search for alternative and innovative treatment techniques has focuses attention on the
use of biological materials such as algae, fungi, yeast and bacteria as sorbents for removal and
recovery technologies because of the better performance and low-cost [11,12]. This process is
called biosorption and is based on the ability of ions removal in aqueous solutions, being
therefore, considered a promising method for the treatment of for metal-bearing industrial
wastewaters [13,14].

The biosorption depends on the electrostatic interaction and formation of metallic
complexes between ions and functional groups in the biomasses surface, when these possess
chemical affinity for the metal. Also, chemical modifications on biosorbent surface can be
performed for the introduction of functional groups in the structure of these adsorventes,
which can increase the capacity of adsorption for heavy metals [15,4]. Fungal biomass has
certain advantage over bacterial biomass in this natural ‘ecofriendly green technological
process’ in respect of processing and handling of the biomass [16,2,3].

The objective of this work was to investigate the potential of Cunninghamella elegans
biomass as a cost-effective biosorbent for Cr (V1) sorption in waste water solution, aiming at

its future application in the treatment of tannery effluent industry

2. Materials and Methods

2.1 Micro-organism

The micro-organism used in this study of chromium removal was Cunninghamella
elegans UCP 542, isolated from mangrove sediment of Formoso River, located at Formoso
River -PE, Brazil. The isolate is maintaining in the Culture Bank of Catholic University of
Pernambuco (UNICAP), Recife, Brazil, registered in the WFCC (World Federation Culture

Collection). The microorganism is maintaining in Potato Dextrose Agar (PDA) at 5° C.
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2.2Biomass production

The microorganism C. elegans was grown on plates of PDA (on PDA (Potato Dextrose
Agar) for 24 hours at 28 ° C, as pre-inoculum. then transferred to Erlenmeyer flasks
containing 200 ml of culture medium consisting of defined composition of asparagine 0.025
%, 0.15% sucrose, and supplemented with 0.45% of corn steep liquor and incubated at 28 ° C
for 96 hours under orbital agitation of 150 rpm. Biomass was harvested from the fermented
medium by centrifugation at 10,000rpm for 10 min at 40 °C and washed with deionized water.

Biomass was then dried by lyophilization.

2.3Chromium Solution

Standard stock solution of Cr(VI) was prepared with K,Cr,0y salt from Merck, according
to APHA Standard Methods [17], and was used to make solutions in concentration of 5mg/L,
10mg/L, 25mg/L, 50mg/L, 75mg/L and 100mg/L.

2.4 Batch kinetic studies

Assays for testing the adsorption of chromium (V1) with biomass C. elegans were
performed by adding 0.6 g of biomass C. elegans solutions to 150mL of Chromium VI in the
following concentrations: 5, 10, 25, 50, 75 and 100 mg / L. The flasks were kept under orbital
agitation of 150 rpm at 28 ° C for 96 hours, and monitored for adsorption as a function of pH,
time and isotherms. After filtration process aliquots of the solutions were taken at regular time
intervals (0-96h) for the determination of Cr (VI) and subsequent analysis as residual capacity
and removal efficiency biosorption of chromium. The amount of adsorption at equilibrium

(ge mg/g) and sorption efficiency (%) were calculated according to the expressions:

q(mg/g) =V (Ci—Cs)/m 1)

R (%) = (Ci — C¢) x100/ C; )
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Where C; and Cs are the initial and equilibrium concentrations (mg/L), V the volume of
solution (L), m is the biomass g.

q is the removal of chromium capacidadede mg/g biomass

R is the adsorption efficiency for biomass
2.5 Biosorption kinetic model

Several models can be used to express the mechanism of solute sorption onto a sorbent. In
order to investigate the controlling mechanism of adsorption processes, pseudo-second-order
equation, are applied to model the kinetics of Cr(\V1) adsorption onto the adsorption (Equation
3). The adsorption rate constant (k,), the coefficient of correlation (R?) and the chromium
adsorbed () were uses for the model Kinetic studies. The adsorption mechanism of second

order was expressed as:

2 (Eq. 3)
2 = ky(q.— 4.)?

By using the equation 3 was determined the equation 4
. ;E+k:r

— g
— == (Eq. 4)
qe (g gkq)

The equation 4 was reordened for linear form

3 1 r

g ‘T;k: 0z (Eq' 5)

2.6.Chromium assay

Hexavalent chromium was determined colorimetrically Cr(VI) concentration was
determined using a UV-visible spectrophotometer colorimetrically with the 1,5-
diphenylcarbazide method. Diphenylcarbazide reacts with Cr(\V1) in mineral acid media and a
Cr(11)—diphenylcarbazone complex occurs[18]. The DPC reagent was prepared by adding 24
mL of 85% H3;PO, to 56 mL distilled water. This solution was mixed with 0.076 g DPC
previously dissolved in 20 mL of 95% ethanol. The reagent was stored in dark at 4_C. Cr(V1)
in the sample was assayed by adding 125 mL of the DPC reagent to 1 mL of chromium

samples, mixed gently and kept at room temperature for 20 min. The concentrations of Cr(VI)
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in the solutions derived from all runs were measured spectrophotometrically (Perkin-Elmer
model 550S UV-Vis Spectrophotometer) using 1,5-diphenyl carbazide in an acid medium.
Absorbance was measured at the wavelength A = 540 nm [17]. Cr(V1) concentration in the
sample was calculated from a standard curve using K2Cr207 as standard.

2.7 Scanning electron microscopy analysis of C. elegans biomass

Samples were washed twice in PBS, pH 7.2, for 10 minutes. Then they were fixed with
2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, for 1 hour at room temperature. After
the stage-setting, all samples were again washed twice with phosphate buffer, for 10 minutes.
This procedure was followed by the post-fixing with osmium tetroxide 1% in phosphate
buffer, for 1 hour at room temperature, in absence of light. Then the samples were once again
washed with 0.1 M phosphate buffer, and submitted to the process of dehydration. The
dehydration of the samples was done with ethanol, in concentrations of 50%, 70%, 90% (5
minutes for each exchange) until the proportion of 100% (three times, 10 minutes each
exchange). After this step, the samples were submitted to the critical point, followed by the
assembly in support of aluminum and subsequent gold metallization. Once prepared, samples
were examined and photographed in the Scanning Electron Microscope, JEOL LV 5600,
operating at 20KV.

3. Results and discussion

3.1 Chromium VI biosorption by C. elegans biomass

Worldwide chromium contamination of soils has arisen predominantly from the common
practice of land-based disposal of tannery wastes under the assumption that the dominant
species in the tannery waste would be the thermodynamically stable Cr (111) species[3].

Studies on the development of effluent treatments containing heavy metals have indicated
that adsorption is a highly effective and inexpensive alternative process among the various
treatments available. The sorption of pollutants from aqueous solution plays an important role
in wastewater treatment since it eliminates the need for huge sludge-handling processes. Well-

designed sorption processes have high efficiency resulting in a high-quality effluent after
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treatment which can be recycled. Furthermore, if low-cost sorbents or sorbent regeneration is
feasible then the sorbent material cost can be kept low [19].

In this study, the biomass C. elegans produced in culture medium containing low cost
alternative corn steep liquor was used to adssorcdo chromium in order to determine the
efficiency as an alternative method for treatment of wastewater containing toxic metals such.

The analysis of the removal of Cr (VI) by C. elegans depending on the initial
concentration of metal ions is shown in Figure 1. The results of the kinetic biosorption 96
hours corresponded concentra¢ds the chromium used is found an efficiency of 97.2
biosorption, 90, 72,04, 41,74, 36,39, 22, and 16% respectively for concentrations of 5, 10, 25,
50, 75 and 100 mg / L, which shows a higher efficiency removal in low concentrations.
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Figure 1. Chromium VI efficiency of biosorption by Cunninghamella elegans as time function and chromium

concentration with 0.6 g of biomass, 28°C for 96h.

The data on the effectiveness of bioremediation of Cr (VI) demonstrate that the
concentrations used the time and concentrations were determining the behavior of the metal
removal process.

The results for the adsorption capacity of the biomass C. elegans (mg/g of biomass) of
Cr (VI) by biomass C. elegans showed an increased with the concentration of the chromium
used. We observed maximum adsorption capacity of 1.22, 2.25, 4.5, 5.22, 4.16 and 9.1 mg/g
biomass respectively for concentrations of 5, 10, 25, 50, 75 and 100 mg/L, after 96 hours in

Figure 2.
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Figure 2. Chromium VI capacities of biosorption by Cunninghamella elegans as time function and chromium
concentration with 0.6 g of biomass, 28°C for 96h.

The results obtained for the relationship between biosorption capacity and efficiency may
be due to the increase in the number of ions competing for the available binding sites in the
biomass. At lower concentrations, all metal ions present in the solution would interact with
the binding sites and thus facilitated the process of adsorption. The number of ions adsorbed
from higher concentrations is more than that removed from less concentrated solutions.

Similar results were obtained by [20]. The authors revealed that uptake capacity was
increased with increase in concentration of Cr(V1) ions from 10 to 60 mg/L. Uptake rate of
Cr(VI) increased from 1.72 to 2.39 mg/g with Aspergillus niger, 1.22 to 1.76 mg/g with
Aspergillus sydoni and 1.18 to 1.77 mg/g with Penicillium janthinellum.

As higher ions concentration enhanced the mass transfer driving force, and increased the
metal ions sorbed per unit weight of adsorbent at equilibrium [21] In addition, increasing
metal ions concentration increased the number of collisions between metal ions and sorbent,
which enhanced the sorption process [22,23,21]. The decrease in Cr (V1) levels occurred at a
different rate.

For Neurospora crassa as the initial concentration of Cr(VI) increased from 25 to 250
mg/L loading capacity was also increased from 1.0 to 9.15 mg/g [24].

Several data in literature reveal the use of fungal biomass as a potential hexavalent

chromium biossorbent in agueous solutions and tannery effluent. Aspergillus niger, Rhizopus
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oryzae, Saccharomyces cerevisiae, Penicillium chrysogenum and Trichoderma harzianum
were tested for Cr (V1) adsorption [26]. All of these dead fungal biomass completely removed
Cr(VI) from aqueous solutions, that of R. oryzae being the most effective. Cr(VI) was
removed from aqueous solutions by the reduction to Cr(Il1l) when it contacted with the
biomass.

Sen et al [27] isolate fungus from soil and used for the removal of Cr(VI) from aqueous
solution using biological sources as biosorbent has assumed advantageous over the existing
conventional physico-chemical techniques for the treatment of metal contaminated wastes.

Venkateswarlu et al. [28], using 25 initial concentrations of 25 mg/L a 125 mg/L of
chromium, verified that with increased it of the concentration has a reduction of the
percentage of removal observing that the adsorption decrease of 94,6 to 78,6%.

Sharna e Adholeya [29] studies the recovery potential of Cr(VI) and Cr(lll) by
Paecilomyces lilacinus. The authors revealed that the specie was able to remove 1,24 mg L™
of chromium VI and 7,91 mg L™ of chromium I11.

Since metal biosorption from solution was predominantly due to physico/chemical
interactions between the biomass and metal in solution, morphological differences existing
within biomass can greatly influence the biosorption process. The cellular structure of
Cunninghamella elegans mainly contains chitin and chitosan polymers which can make
significant difference in metal uptake by this species. Thus this fungal species can be a good
source of cost effective biosorbent through biotechnological development for removal of
Cr(VI) from industrial effluents in a potential manner.

Though there was not much reports was available on the role of Cunninghamella elegans
with biosorption capability, the present study had indicated that this fungal strain can also be

used as a material for effective removal of heavy metal from aqueous solutions.

3.3 Kinetic Model of pseudo-second order

Data obtained from adsorption parameters were adjusted by the kinetic pseudo-second
order model. The results obtained from the application of the model based on equation 4 are
presented in figure 3. A high significance of linear relationship for chromium biosorbed (t/qt)

in function of time (t) is presented.
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Figura 1. Kinetic pseudo-second order model for chromium biosorption by Cunninghamella
elegans. Parameters used: solution volume: 150 mL; initial concentration: 5,0; 10,0; 25,0 e
50,0 mg/L; Biomass: 0,6 g; Temperature: 28 °C.

The parameters investigated by the model, q. k.and R?experimental and calculated values
are shown in Table 1. The values of velocity constant were calculated for the model. The
highest chromium sorption (g) resulted from an increase in the metal concentration in
solution. The highest values of adsorption by the biomass were found for the highest metal
concentrations. Data also revealed a high correlation (R?) for all experimental conditions
evaluated.

The straight-line plots of t/gt versus k,, as shown in Fig. 2, have been used to obtain the
rate parameters. The calculated values of k, and ge, along with the correlation coefficient (R2)
values, are presented in Tablel. The results show that the second-order rate constant k;
decreased with an increase in initial Cr(\V1) concentration. It may also be found from Table 2
that the calculated q. values agreed well with those of experimentally obtained ge for the
pseudo-second-order model. Also, the correlation coefficient values for all Cr(VI)

concentrations obtained by fitting the experimental data to Eq. (3) were close to 1.0.

Tabela 1 — Parameters of kinetic pseudo-second order for Cr (VI) biosorption by
Cunninghamella elegans biomass

Concentracéo K
inicial de Cromo (mqe/ : 2/ R®
(mg/L) 0 g) @.min mg)
5,0 1,291 0,150 0,995
10,0 2,457 0,057 0,994
25,0 4,858 0,047 0,988
50,0 5,694 0,051 0,997
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Studies of sorption Kkinetics in wastewater treatment are significant as it provides valuable
insights into the reaction pathways and into the mechanism of sorption reactions. In addition,
the Kinetics describes the solute uptake rate which in turn controls the residence time of
sorbate uptake at the solid—solution interface. Therefore, it is important to be able to predict
the rate at which pollutant is removed from aqueous solutions in order to design appropriate
sorption treatment plants.

Adsorption isotherms describe the partitioning of a chemical species between adsorbed
and dissolved phases. Adsorption from solution is an important process in natural systems,
and has also been exploited for use in analytical chemistry and engineering processes. It finds
applications in electro-analytical chemistry, ion-exchange, froth flotation, coagulation and
collection of trace contaminants. Adsorption reactions are common processes in water and
waste water treatment and in the transport of chemical species in the environments [2] The
production of low cost adsorbents for the clean-up of contaminated waters is of considerable
importance for the improvement of environmental quality in developing countries [3]

To choose the mathematical model that can be best adjusted to fit the experimental data
and appropriately describe the adsorption system, the following conditions should be met: the
highest (near-unity) r-and lowest RMSE (root-mean-square error) values [30].

Adsorption kinetics showed strong dependence on the physical and/or chemical
characteristics of the adsorbent material, to a certain extent, which also influenced the
adsorption mechanism. Numerous Kinetic models have described the reaction orders of
adsorption systems based on the solution concentration and based on the capacity of the
adsorbent [31,30].

The pseudo-second-order model, considers the rate-limiting step as chemisorption
involving valency forces through sharing or exchange of electrons between adsorbate and
adsorbent, and provide the best correlation of the data[32,31].

In this work the study of adsorption Kinetics was significant, as it provided valuable
insight into the reaction pathways and into the mechanism of the reaction. The Kinetic
parameters give important information for design and modeling of the adsorption operation.
Thus, it may be concluded that the adsorption of Cr(VI) on C. elegans biomass followed the
pseudo-second-order kinetic model.

Similar data has been observed in Cr(VI) adsorption by used coir pith [33], Leersia

hexandra Swartz biomass [34], and ethylenediamine-modified rice hull [34].
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3.5 Scanning electron microscopy study

The scanning electron microscopy of C. elegans biomass was carried out to identify the
effects induced by the chromium(VI) exposure in concentrations of 10 and 100mg/L. The
results had demonstrated that the control C. elegans biomass (Figure 4 A), presented flattened
and wide hyphae in a ribbon form, with homogeneous and smooth surface, of high
eletrondensity and several reproduction structures. The exposition to Chromium VI 10 mg/L,
induced reduction in the number of reproductive structures, intense mycelial compactation,
hyphae with irregular, wrinkled and heterogeneous surface, reduction of eletrondensity and
presence of electrondense deposits in the external face of the cellular walls (Figure 4B). Cells
of C. elegans exposed to 100mg/L of Chromium VI, presented a high electrondensity, and
mycelia density (Figure 4C). Such behavior, probably, corresponds to the metal deposition in

the surface of the cellular walls, inducing the compacting of the micélio.

_~-L R 8\ 2 i
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Figura 4A Figura 4B Figura 4C

Figura 2. Electronmicrographs of Cunninghamella elegans biomass. (A) Control sample,
(B) biomass exposed to chromium 10mg/L, (C) biomass treated with 100mg/L of chromium.

Some data in the literature reveals that heavy metals can influence the biochemical,
physiological and morphological aspects of microorganisms, inducing variations in the
germination patterns, enzyme activity, pigment production and cellular growth [36].

Morphological alterations are cited in fungi, bacteria, algae, also in animals and plants.
Thus, some common responses, are refered as bioindicators and are related to the
environmental monitoring [36].

The alterations cited, observed by light and electronic microscopy, are related to heavy

metal concentrations, contact time, cellular age, and properties of the strain or specie [2,16].
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4. Conclusions

The biomass of Cunninghamella elegans could be used as a efficient biosorbent for
chromium VI biosorption. Efficiencies of 97,2, 90, 72,04, 41,74, 36,39 and 22,16%, were
obtained for Cr(VI) at 5mg/L, 10mg/L, 25mg/L, 50mg/L, 75mg/L and 100mg/L. The result of
batch adsorption clarifies the percentage of removal of metal ions from their wastewater
solution. Kinetic studies showed that the adsorption adhered to the pseudosecond-order
model since theoretical and experimental sorption capacities were in excellent agreement and
R? corresponded to 0.995, 0.9994, 0.988 and 0.997 for 5.0mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L and
50mg/L, respectively.
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Resumo:

Estudos foram realizados para investigar o potencial do uso da biomassa de Cunninghamella
elegans UCP/WFCC 0542 na remocdo de cromo, presente no efluente da industria de
curtume, bem como avaliar por testes de toxicidade os possiveis impactos que 0 mesmo pode
causar ao meio ambiente. As investigacfes foram realizadas com o efluente bruto de curtume
e tratado com biomassa de C. elegans, em diferentes concentra¢fes. A analise do cromo
residual foi avaliada no efluente indicando uma eficiéncia da biossor¢do de 92%. Verificou-se

também, que a adsorcdo méxima do cromo do efluente foi corresponde 5,3 mg/g de
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biomassa. Apos o tratamento do efluente de curtume caracterizado observou-se reducdo dos
parametros fisico-quimicos como turbidez, dureza em Ca e Mg e do teor de cloreto. A
toxicidade foi avaliada utilizando sementes de alface (Lactuca sativa) e repolho (Brassica
olarecea var. capitata) como também o uso do microcrustacio Artemia salina, sendo
observado uma significativa reducdo da toxicidade comprovada pelo elevado indice de
germinacdo das sementes mediante tratamento com a biomassa de C. elegans demonstrando

sua potencial aplicagdo como biossorbente.

Palavras chave: Cunninghamella elegans, biossorc¢ao, cromo, efluente de curtume.

1. Introdugéo

A inddstria de curtimento de couro é considerada uma das atividades com poluicéo de
impactos graves nos corpos d’agua, na medida em que algumas autoridades consideram o
efluente de curtume, como uma das dez ameacas mais prejudiciais para 0 meio ambiente.
Curtumes consistem em transformar o couro cru, um material altamente putrescivel, em couro

estavel, com um valor comercial significativo [1,2].

O setor coureiro tem participacdo relevante na economia de diversos paises, com as
industrias curtidoras processando anualmente aproximadamente 5,5 bilhdes de metros
quadrados de couro em negdcios na ordem de US$ 70 bilhdes [3]. O Brasil, lider mundial na
exportacao de couro, processa anualmente cerca de 42 milhGes de metros de couros [4]. Essa
producdo representa aproximadamente 1% do produto interno bruto (PIB) brasileiro, e
emprega cerca de 50 mil trabalhadores [5].

O processo de curtimento do couro requer diversos processos mecanicos e quimicos de
tratamento que, em condicdes de baixa eficiéncia, resultam em grande quantidade de efluentes
— 30 a 35 litros por quilograma de material cru processado — com altas concentracdes de
matéria organica e inameros produtos quimicos tdxicos, como o Cromo e Sulfato, que podem
resultar em irritaces na pele, olhos, e trato respiratério, além de céanceres, problemas
neuroldégicos e mutagénicos [6].

A relevancia econbmica da industria curtidora, conjugada com seu potencial poluidor,
vem intensificando nas ultimas décadas a realizagdo de pesquisas académicas, que resultaram

em maior conhecimento do processo industrial, e na evolucdo das tecnologias utilizadas para
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tratamento e racionalizagdo do processo produtivo. Estudos sobre tratamentos de efluentes
industriais tém sido usados para remover metais pesados entre eles estdo: carvao ativado,
precipitacdo, coagulacdo, reducgéo, processos com membranas e adsorcéo. A aplicacdo desses
processos normalmente € restrita, uma vez que eles ndo podem garantir que a concentracdo
dos metais esteja dentro dos limites requeridos pelas normas ambientais [7,8].

O efluente liquido gerado no curtimento é constituido por um liquido escuro com pH
baixo, podendo apresentar elevada DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) e DBO (Demanda
Bioquimica de Oxigénio), s6lidos em suspensdo, nitrogénio organicos, acidos minerais e
organicos, sulfetos e cromo, todos com elevados teores no efluente do processo [9,10].

Os curtumes sdo 0s principais responsaveis pela libertacdo de grandes quantidades de
cromo (na forma de sulfato de cromo), que tem uma maior tendéncia para converter em Cr
(VI) no efluente. Determinados tipos de biomassa microbiana podem reter grandes
quantidades de ions metalicos por adsorcdo passiva e/ou complexacdo, fendmeno este
conhecido como biossorcéo, pois pode aliar baixo custo com grande capacidade de remocéo
de metais [11,3]. Os processos de biotransformacéao e biossorcdo séo tecnologias que utilizam
0 potencial de micro-organismos para transformar ou adsorver metal [12,3].

Apesar da limitacdo na utilizacdo de micro-organismos na industria curtidora em
condicdes reais, devido as variagdes nas caracteristicas fisico-quimicas dos diversos tipos e
composicBes dos residuos nas diferentes fases do processo, mas com vistas a eventual
integracdo dos processos bioldgicos na remocao e recuperacao do cromo de curtumes, visando
melhorias de eficiéncia e sustentabilidade ambiental, o presente trabalho objetivou estudar o
processo de remocao do cromo no efluente de curtume, através do uso de biomassa do fungo
Cunninghamella elegans e avaliar a reducdo do cromo no efluente de curtume através de

testes de toxicidade.

2. Secdo Experimental

2.1 Materiais e Métodos

2.1.1 Adsorvente: biomassa de C. Elegans
A producdo da biomassa o micro-organismo o fungo de C. elegans foi crescido em placas
contendo meio BDA (Batata-Dextrose-agar) por 24 horas a 28°C, em seguida, foi transferido

para frascos de Erlenmeyer contendo 200 mL do meio de cultivo constituido por uma
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composicao definida de asparagina 0,025%, sacarose 0,15%, e suplementado com 0,45% de
milhocina sendo incubado a 28° C durante 96 horas sob agitacdo orbital de 150 rpm. A
biomassa de C. elegans coletada apds o periode de imcubacgdo foi submetida ao processo de

liofilizacdo, sendo, posteriormente mantido em dessecador a vacuo até peso constante.

2.1.2 Efluente

O efluente pesquisado foi cedido por uma empresa localizada em Campina Grande no Estado
Paraiba/ Brasil.

2.1.3 Ensaios de biossorcao

Foram adicionadas concentracdes: 0,6; 1,2; 1,8 e 2,4gL" de biomassa em Erlenmeyers
contento 200mL do efluente bruto contendo cromo VI em sua composic¢do. Os ensaios foram
acompanhados por 96h, mantidos sob agitacdo orbital de 150 rpm a 28°C. Os testes foram
realizados em triplicata. Os liquidos resultantes do cultivo das amostras em efluente de
curtume, com diferentes concentragdes de biomassa de C. elegans, foram filtrados e em

seguida foram realizadas as analises da cinética de adsorcao.
2.1.4 Estudo Cinético da adsorcao

O estudo da cinética de adsorcdo do cromo pela biomassa de C. elegans nas diferentes
concentracdes foi realizado ap6s o periodo 96 horas, sendo as aliquotas analisadas para
determinacdo do Cr(VI) residual pela técnica de espectroscopia de absorcdo atbmica (EAA) e

posterior analise quanto a capacidade de biossorcao e eficiéncia da remocao do cromo.

2.1.5 Quantificacdo do cromo residual

Apo6s o cultivo de C. elegans, em distintas quantidades inseridas no efluente de
curtume, as amostras foram filtradas e o liquido remanescente do efluente de curtume foi
avaliado por espectroscopia de absorcdo atbmica (EAA) através do equipamento (Analyst 800

Perkin Elmer). A avaliacdo da capacidade de remocdo do cromo presente no efluente, assim
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como a eficiéncia desta adsorcdo pela biomassa de C. elegans foram calculadas pelas
equac0es a e b, respectivamente:

g=V(Ci-Cf)/m @

R = (Ci - Cf) x100/ Ci (b)

Onde: Ci e Cf, sdo respectivamente, as concentragdes inicial e final do efluente (mg/L).
q é a capacidadede remocdao de cromo mg/g de biomassa
R é a eficiéncia de adsor¢do pela biomassa

2.1.6 Analise fisico-quimicas do efluente de curtume

As analises fisico-quimicas do efluente de curtume foram realizadas em triplicata. A
coleta da amostra foi realizada em frascos de polietileno previamente limpos e esterilizados e,
transportados ao Laboratorio de fisico-quimicas da Universidade Catdlica de Pernambuco. Os
parametros avaliados foram: cromo total, pH, dureza total, calcio, calcio e magnésio,
magneésio, cloreto, condutividade elétrica, cor real, cor aparente, turbidez, DQO, como

sugerido por [14].
2.1.7 Testes de toxicidade do efluente de curtume tratado com biomassa de C. elegans

Os testes de toxicidade foram realizados com o efluente do curtume tratado com a
biomassa de C.elegan e com o efluente de curtume bruto. A toxicidade foi avaliada utilizando
trés indicadores: o crustaceo Artemia salina, sementes de Repolho Chato de Quintal
(Brassica olaracea var. capitata) e Alface baba de verdo (manteiga) Lactuca sativa. O
primeiro teste foi realizado com a Artemia salina e determinado quanto a toxicidade pela
porcentagem de morte dos organismos em relagdo ao seu namero total (10 larvas), na
presenca de diferentes concentragcdes do efluente tratado (v/v de 25%, 50% e 75%), diluidas
em 5 ml de uma solucdo aquosa de sal marinho sintético (33,3g L), incubados por 24h. O
volume maximo da amostra teste (liqguido metabolico) foi de 1,5ml [15](MC LAUGHLIN et
al. 1985). Em seguida, foi realizada a contagem dos organismos sobreviventes, determinando-
se assim a concentracdo letal (CLsp) pelo método de Trimmed Spearman-Karber [16]. Os

testes foram realizados em triplicata.

O segundo teste para avaliar a fitotoxicidade, foi realizado com sementes de Repolho

Chato de Quintal (Brassica olaracea var. capitata ) e Alface baba de verdo (Lactuca sativa)
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previamente lavadas e esterilizadas, usando o controle com &gua destilada. Em seguida foram
distribuidas em placas de Petri um quantitativo de dez sementes junto com o efluente tratado
com a biomassa de C. elegans, nas concentracdes de 0,6; 1,2; 1,8 e 2,4gL". Nos ensaios foram
observados a quantidade de sementes germinadas e o comprimento da raiz, e entdo calculado
0 indice de germinacdo (%) e o crescimento médio da raiz (%),0s resultados foram

calculados pelas equacdes abaixo segundo Tiquia et al, (1996), [17].

(% Meédia de Relativa da Germinacéo)

% G= média de sementes testres germinadas x 100

média de sementes germinadas controle

(% Media Relativa do Crescimento da Raiz)

% CR= média de sementes testes germinadas x 100

média do crescimento da raiz controle

(% Média Relativa do indice de Germinag&o)

IG = [( % germinacdo da semente) X ( % crescimento da raiz )]

3. Resultos e Discussao

3.1 Efluente bruto de curtume tratado pela biomassa de C. elegans

Neste estudo, a biomassa de C. elegans produzida em meio de cultivo alternativo de
baixo custo contendo milhocina, foi utilizado para a adsor¢cdo do cromo, a fim de determinar a
eficiéncia como um método alternativo para o tratamento de aguas residuais contendo esse
metal toxico.
A andlise da remocdo do cromo no efluente em fungdo da concentracdo da biomassa de
C. elegans é apresentado na Figura 1. Os resultados da cinética de biossorcdo apds 96 horas
demonstrou um aumentou em funcdo da concentracdo da biomassa utilizada, sendo verificado
uma eficiéncia de biossorcao de 38, 62, 63 e 92% respectivamente para as concentragdes 0,6;
1,2; 1,8 e 2,49 de biomassa.



Producédo de biomassa e quitosana por C. elegans UCP/WFCC 0542 ... 105

o 6 - 100 _
S5 80
S 4 3
e - 60 g
3= 37 £
o @ - 40 [T
- b0 2_ =
@ W 20 B
se 1 =
TT 0 0 2
= [
a 06 12 18 24 S
W w

Quantidade de biomassa (g)
—s—mgCr (Vl)/g BM —&—% remocdo

Figura 1 - Capacidade de biossorcédo e eficiéncia de remocdo do cromo pela biomassa C.
elegans no efluente de curtume

Para as concentracGes 0,6; 1,2; 1,8 e 2,4g de biomassa a capacidade maxima de
adsorcdo foram obtidos valores respectivamente de 5,3; 4,4; 2,9 e 3,2mg/g biomassa.
Embora, os dados obtidos indicam uma maior capacidade de adsor¢do nas menores
concentracdes de biomassa deve se verificar que as contragdes do cromo no efluente e o
tempo de contato foram iguais para as concentracfes de biomassa, e deve-se levar em conta
que o processo de adsorcdo é dependete da concentragdo do cromo e do tempo de interacéo
com o adsorvente. Estas caracteristicas foram observadas por [18] utilizando Aspergillus

niger para remocdo de cadmio de efluente da industria de petréleo.

3.2 Avaliacao do efluente de industria de curtume

A tabela 1, apresenta os parametros fisico-quimicos do efluente bruto e tratado. Os
resultados demonstraram que o efluente possui pH neutro e satisfatorias quantidades de
micronutrientes como o calcio e magnesio. O cloreto, a turbidez, e a dureza total em Ca e Mg
possuem elevados teores, sendo estes considerados fatores quimicos importantes que
contribuem na poluicdo causada pelo efluente. Na analise do efluente tratado estdo
apresentados os resultados da caracterizacdo nas concentracdes de biomassa 0,6; 1,2; 1,8 e
2,49. A presenca da biomassa em contato com o efluente de curtume influenciou na mudanca
do pH. O efluente tratado com a biomassa em pequena concentracdo (0,6g.L™) modificou

para o pH &cido. Ao aumentar a concentracdo da biomassa o pH apresentou carater levemente
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neutro em todas as demais condigcdes testadas. Observou-se também uma redugdo na
concentracdo do nivel de dureza para o calcio (99,5%), magnésio (56,0%) e cloreto (76,9%).
Outro parametro importante foi a analise da quantidade de oxigénio necessaria para degradar
a matéria organica (DBO). Quando comparado ao efluente bruto, os valores de DQO apds o
tratamento com a biomassa reduziram, exceto no tratamento com 2,4g da biomassa, indicando
0 inicio da remocédo da matéria organica.

Quanto a quantificagdo do cromo total no efluente de curtume foi obtido em valor de
42,46 mg/L de cromo; e ap0s o tratamento com biomassa nas concetracGes de 0,6; 1,2; 1,8 e
2,4 g foram obtidos valores de cromo residual respectivamente de 26,36; 16, 3; 16 e 3,3 mg/L
de cromo o que demonstra a reducdo do cromo respectivamente de 37,8%; 61,6%; 62,3% e

92,2% pelo tratamento.

Tabela 1 - Avaliagdo fisico-quimica do efluente de curtume tratado com biomassa de
C.elegans

Amostras de biomassa com efluente tratado

Amostra
Parametro Efluente
bruto (0,6gL™) (1,29L™) (1,8gL™) (2,49L™)
pH Inicial 6.9 6,17 6,96 6,96 6,55
pH Final - 4,2 7,28 7,28 7,68
Dureza Total
1000
(mgCaCoy/L) 1200 1000 1100 950
Célcio (Ca) 9218,4 116,23 68,13 64,12 44,08
Magnésio
(mgMg“/L) 187,18 121,22 101,77 128,51 104,20
Cloreto (mg/LCl,) 2162,43 2012,44 1712,45 1587,45 1662,45
Condutividade 3910 6280 6530 6450 6750
elétrica (mS)
Turbidez (NTU) 255.75 10,92 40,17 84.90 224,22
DQO mg/L0, 2625,3 2112,3 2002,1 18105 1207,0

Cromo (mg/L) 42,46 26,36 16,3 16 3,3
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3.3 Toxicidade do efluente tratado com C.elegans

A toxicidade do efluente bruto e tratado foi avaliada, usando como bioindicadores a
Artemia salina e sementes de repolho Chato de Quintal (Brassica olaracea var. capitata) e
Alface baba de verdo (Lactuca sativa). Os resultados indicaram que em todas as
concentragdes de biomassa testadas, o porcentual de mortalidade do microcrustaceo foi maior
que 50% impossibilitando desta forma, o célculo pela CLspy, UMa vez que apresentaram
elevados porcentuais de toxicidade. Este estudo sugere que para a obtencdo de resultados
significativos de baixa toxicidade, nas condi¢des estudadas neste trabalho, deve-se aumentar a
concentracdo da biomassa de C.elegans no cultivo em efluente de curtume. A amostra
controle (efluente de curtume bruto) apresentou 100% de toxicidade.

As sementes do repolho e do alface séo sensiveis a substancias tdxicas tais como
metais pesados e por isso, foram usadas como bioindicadores para avaliacdo da toxicidade no
liquido resultante do cultivo da biossor¢do do cromo pela biomassa de C. elegans. Segundo a
analise feita, percebeu-se que o liquido resultante do cultivo com 2,4gL™ da biomassa
apresentou IG (indice de germinacdo) elevado para o alface e o repolho, 0 que representa a

capacidade de C. elegans na reducéo da toxicidade do efluente de curtume (Figura 2).

180 -
160 -
140 -
120 -
100
80 -
60
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20
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Indice de germinaciio

6 1.2 1.8 24

Concentraciao dabiomassa (g)

Figura 2 - Avaliacdo da fitotoxicidade com sementes de repolho e alface através do indice de
germinacdo no efluente de curtume tratado com a biomassa de C.elegans em diferentes
concentragoes.

A exposicédo das sementes de alface e repolho ao efluente bruto de curtume tratado

com a biomassa de C. elegans foi determinante na avaliagdo do potencial de toxicidade do
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efluente de curtume, comprovado pelo maior porcentual de indice de germinacdo, como
mostra a figura 3, indicando ser a biossor¢do de cromo por C.elegans, uma ferramenta valiosa

para representar uma alternativa de reducdo dos impactos causados pela presenca de cromo

em efluentes industriais.

Figura 3 - Avaliagdo da fitotoxicidade germinacdo com sementes de repolho (Brassica olaracea var. capitata)
no liquido resultante do trado com biomassa de C.elegans. (A) agua (controle), (B) efluente de curtume bruto

(ndo tratado) e (C) efluente de curtume tratado (com 2,4g.L™" de biomassa) apés 96 horas.

4. Conclusodes

Os dados apresentados comprovam que a biomassa Cunninghamella elegans usada
como biossorvente é capaz de remover o cromo do efluente sendo obtido uma reducéo de até
92,2% pelo tratamento com a concentracdo maxima de biomassa 2,4g. Houve também uma
diminuicdo significativa da toxicidade do efluente como verificado pelo percentual no indice
de germinacdo nas sementes 0 que sugeri que o micro-organismo Cunninghamella elegans é
potencialmente aplicavel em processo de tratamento para remogéo do cromo provenientes de

efluentes industriais ou de ambientes contaminados por metais.
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biomass. The results indicated that the assays of the central point (asparagine 0.025%, 0.15% sucrose
supplemented with 0.45% corn steep liquor), with a C:N ration of 2:6, gave maximum vyields of biomass
16,95g/L and chitosan 2.14 g/L after 96 hours of cultivation. The infrared spectrum absorption of the
chitosan produced by C. elegans showed bands related to OH-axial stretching between 3406 and 3432°™*,
superimposed on the NH stretching band with axial deformation of amide C = O at about 1639°™*, NH
angular deformation at approximately 1560°™': axial deformation of amide-CN around 1421°™%
symmetrical angular deformation in CH; 1379 °™* -CN axial deformation of amino groups from 1125 to
1250°™* and polysaccharide structures bands in the range of between 890-1150 “™*. The crystallinity index
of chitosan was 60.92%, and its deacetylation degree was 75.25%. The low percentage of sucrose and
asparagine substrates supplemented with corn steep liquor at the factorial design central point offer high

biomass and chitosan production at low cost.

Keywords: Cunninghamella elegans; chitosan; sucrose; asparagine; corn steep liquor.

1. Introduction

The Cunninghamella genus presents fast-growing fast colonies, in a color ranging from white to gray,
erect sporangiospores, branched and at the end of each branch, pyriform or globose vesicles with many
sporangia are formed. When young, the mycelium does not have a septum. Septation is associated with the
age of the culture [1,2].

The Cunninghamella genus includes representatives with the ability to catabolize xenobiotic, especially
aromatic, compounds, pharmacological drugs and heavy metals by biosorption, in addition to which it can
perform the biological desulfurization of organic sulfur dibenzothiophene - DBT [3,4,5,6].

The nutrients used for microbial growth depend on a certain balance of carbon and nitrogen sources
needed for the secondary production of metabolites. In order to utilize industrial waste, knowledge is
needed of the quantity and quality of carbohydrates, proteins or lipids to be used as a substrate for the
biotechnological production of compounds [7.8]. Thus, the search for agro-industrial substrates such as
renewable sources as an alternative technology for producing biomass and chitosan by using important
parameters such as agitation speed, temperature, pH, and particularly, sources of carbon and nitrogen [9,
10,11,12, 13, 14].

Among the renewable sources obtained from agribusiness, corn steep liquor is undoubtedly one of the
most widely used byproducts. Corn steep liquor is obtained from processing maize which is rich in amine
compounds, such as essential amino acids, vitamins, and other nutrients and is used as a food supplement

in the manufacture of feed for poultry and ruminants. However, corn steep liquor has also proven to be a
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nutritional source of low cost, acting effectively as a nitrogen source in various fermentation processes for
obtaining high value-added input [15, 16, 17, 18, 19, 20].

Moreover, chitin is the second most abundant polysaccharide in Nature. It is synthesized mainly by
fungi, nematodes and arthropods. Some researchers consider chitin as a cellulose derivative because both
assume a similar molecular structure were observed [21,22]. Galba, ha algo errado na sentenca anterior. A
palalavra ‘both’ refere-se aos pesquisadores ou as propriedades de quitina? Acho que as palavras ‘were
observed’ podem ser apagagadas. Chitin and chitosan polymers are considered biodegradable and
biocompatible homopolysaccharides, produced by natural sources, which comprise units of 2-acetamide-2-
deoxy-D-glucosamine and 2-amine-2-deoxy-D-glucosamine respectively, attached by B (1-4) links, in
which the relative proportion of these units and the glycoside solubility differ [23,24].

Chitosan is a biodegradable polymer of high molecular weight with several important applications
because of its main characteristics such as low toxicity, high biodegradability and being able to produced it
from renewable substrates. It is applied in fields such as medicine and the pharmaceutical, agriculture and
food industries due to its versatility [25, 26,27].

Chitosan can be obtained from partial chitin deacetylation from the crustaceans exoskeletons of
crustaceans. However, in obtaining some residues, it can cause allergic problems. Thus, the use of fungi,
especially those of the order Mucorales, represents great biotechnological potential, given that the content
of chitin and chitosan in their cell walls is significant [28].s of

In this study, investigations were carried out with the combination of substrates of sucrose, asparagine
and corn steep liquor at low concentrations in biomass chitosan production by Cunninghamella elegans
UCP/ WFCC 0542, in order to learn of the influence of the Carbon: Nitrogen ratio of 2:6.

2. Results and discussion

2.1 Effects of sucrose, corn steep liquor and asparagine on biomass and chitosan production

Initially an investigation was made of the nutritional requirement of Cunninghamella elegans towards
the components of the medium of sucrose, corn steep liquor and asparagine, given a C:N ratio of 2:6
(excess nitrogen source), and the production of biomass and chitosan as per the independent variables, as
shown in Table 1. The results showed that corn steep liquor fostered an increase in biomass production, by
increasing the carbon/nitrogen ratio in all assays of factorial design. The higher biomass and chitosan was
observed at the central points of the full factorial design of 2, with higher values observed, corresponding
to 16.95g / L for biomass and an excellent production (2.14 g/L) of chitosan.

The data suggest that the association of sucrose, asparagine with corn steep liquor (asparagine 0.025%

and 0.15% sucrose with 0.45% milhocina) presents the best condition. The initial pH ranged from 4.01 to
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4.66 rising to 5.10 to 5.48. The pH of the medium changed but remained in the acidic range which suggests
the optimum condition for the activity of enzyme chitin deacetylase for chitosan production, considering
that the optimum enzyme pH is 4.5, according to Kafetzopoulos [29]. The increase of biomass is explained
by the enrichment from the presence of amino acids (leucine, isoleucine, lysine, methionine, tyrosine,
phenylalanine, threonine and serine), vitamins (biotin, chol changed ine, inositol, niacin, pyridoxine,
riboflavin, thiamine and pantothenic acid), which, according to Benedict [30], are nutritive sources

essential for biomass and chitosan production by C. elegans.

Table 1 — Biomass and chitosan production by Cunninghamella elegans

Test pH pH Biomass  Chitosan
Initial Final (o/L) (a/L)
1 4.66 5.30 10.83 0.60
2 4.01 5.10 11.12 151
3 4.02 5.46 14.62 1.07
4 4.59 5.09 10.63 1.93
5 4.01 5.48 14.64 2.03
6 4.01 5.40 14.72 1.52
7 4.03 5.37 13.47 1.04
8 4.02 5.15 14.02 1.55
9 4.03 5.44 16.95 2.10
10 4.02 5.21 16.03 2.08
11 4.01 5.50 15.77 2.12
12 4.01 5.29 15.52 2.14

Experimental design 23 to biomass and chitosan production:
Asparagine %: -1(0); 0 (0.025); 1(0.05); Sucrose %: -1(0.1); 0(0.15);
1 (0,2) ; Corn Steep Liquor %: -1 (0.3); 0 (0.45); 1 (6)

Studies undertaken by [30] using Gongronella butleri, (? apagar: even inserir: another) Mucorales fungus,
obtained 1.19 g/L of chitosan after 72h of cultivation, a lower amount than that produced by C. elegans (?
apagar: as inserir: with) sucrose, asparagine supplemented with corn steep liquor. While Cardoso et al.
2012 [20] using corn steep liquor and honey as medium components to produce biomass and chitosan by
Rhizopus arrhizus found yields of 20.61 g/L and 29.3 mg/g respectively, the latter being less than the one
obtained in this study.
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2.2 Assessment of independent variables on the biomass and chitosan production

The experimental data obtained in this study were subjected to statistical analysis to evaluate the effects of
the components of the culture media (sucrose, corn steep liquor and asparagine) on the biomass yield. The
Pareto chart showed the standard effects of a 95% confidence level with the factors of sucrose, asparagine,
and corn steep liquor. The analysis of the factors and levels used demonstrate that the independent variable
of only corn steep liquor was the most positive variable of the chemical components on the yield of
biomass production. However, sucrose alone did not positively influence the growth of microorganism,
suggesting the preference of C. elegans for corn steep liquor. Therefore, the results suggested that there
was a better physiological adaptation of C. elegans present when the corn steep liquor (an agroindustrial
residue rich in vitamins, minerals and amino acids), probably as due to its being present in essential amino
acids. These results are supported by the literature on the biomass production of filamentous fungi, yeast
and bacteria using corn steep liquor as an essential source in the chemical composition of the culture media

used in fermentation processes [7, 8].

Figure 1. Pareto Chart of standardized effects for 2° full factorial design having as independent variables:
(1) asparagine (2) sucrose (3) milhocina and (4) corn steep concentrations as a response variable on
biomass production by Cunninghamella elegans
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Figure 2 is a Pareto chart the results of which show the influence of the nutritional sources for the
production of chitosan in the interaction of the asparagin and corn steep liquor, and asparagines and

sucrose on the formation of the biopolymer. The results also show the influence of asparagine and corn
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steep liquor on the increase in chitosan yields, and that of sucrose and asparagine is statistically significant
for the yields of chitosan by C. elegans. However, the interaction of sucrose and corn steep liquor, and the
interaction of asparagin and corn steep liquor caused negative effects, with statistical significance on the
chitosan yield. A higher concentration of corn steep liquor, as agroindustrial residue, a rich component in
amino acids and vitamins, was assimilated by the micro-organism tested on chitosan production.

These results are supported by the literature as to not only the positive effect on the uptake of constituents
of corn steep liquor, in amounts of 6% to 16% [11, 19] but also as to the positive influence on the increased

production of chitosan with supplementation of only 0.45% of corn steep liquor [31].

Figure 2. Pareto chart for chitosan yield produced by Cunninghamella elegans related to carbon and
nitrogen sources.
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2**(3-0) design; MS Pure Error=,0006667
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Figure 2, shows surface response interactions between asparagine and corn steep liquor, asparagine
and sucrose and corn steep liquor, and in detail the supplementation effect of corn steep liquor. The
most positive influence on chitosan production was observed in the interaction between sucrose and
corn steep liquor, and the high values of chitosan production by the fungus Cunninghamella elegans
were shown.

The interaction between sucrose and asparagine was demonstrated to be a negative condition for
chitosan production. However, positive results were observed for asparagine with corn steep liquor

with a high value in chitosan production.
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2.3 Physical-chemical properties of chitosan

The physical-chemical characterizations of the polymer isolated by X-ray diffraction and infrared
absorption spectra are shown (Figures 2A and 2B). In the absorption spectrum of the infrared ray, bands
were observed related to OH-axial stretching between 3406 and 3432 °™, superimposed on the NH

stretching band; with axial deformation of amide C=0 at about 1639 ™ ™, angular deformation of NH

cm-1. 1421 cm-1.
0 ™ d ;

approximately 156 axial deformation of amide-CN aroun symmetrical angular deformation
in CHs 1379 °™: -CN axial deformation of amino groups between 1125-1250 “™* and polysaccharide

structures bands in the region between 890-1150 °™*. Therefore, the profile of the absorption spectra
presented by the infrared ray of the C. elegans chitosan isolated is supported by the literature [1, 11,15].

The infrared spectroscopy of chitosan obtained by C. elegans at the central point of the 23 factorial
experimental design (Table 1) and commercial chitosan (Polymar) were used to determine the degree of
deacetylation [15]. The chitosan degree of deacetylation and polymer microbial standard obtained were

75.25% and 78.5%, respectively, verifying that through spectra in the infrared region the microbial
chitosan degree of deacetylation exceeds 11% compared to the commercial standard. An investigation of
the use of chitosan for removing pollutants in the effluent textile Silva [32] characterized the chitosan
sample extracted from the mycelium of C elegans and showed that the degree of deacetylation quality
exhibited was slightly superior to the commercial standard used as a reference. In an experiment carried out
to obtain chitosan produced by the filamentous fungus Rhizopus arrhizus observing a degree of

deacetylation of 88.2%, a result statistically similar to that obtained in this study was found [16].

Figure 2. Infrared absorption spectra (A) Chitosan produced by microbiological Cunninghamella elegans
grown on sucrose, asparagine and corn steep liquor medium (C:N; 2:6) and (B) Commercial chitosan.
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From the X-ray diffraction, obtained from chitosan which was obtained from microbiological C. elegans in

the best condition of factorial design, the crystallinity index (Icr) was calculated, the result being equal to
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60.92%, which is higher than the crystallinity index (56.94%) of the standard sample (Figures 3A and 3B).

By analysis of X-ray diffraction, observations were made on the degree of ordering of the polymer, which
can be influenced by many factors, particularly, processes of isolation and lyophilization, as per the

literature [17, 21, 23, 27]. Thus, the crystallinity indices are related to the physical-chemical properties of
the polymer, changes to which can be related, thus confirming the high degree of deacetylation of the

chitosan [24]. The results of this study are consistent with the literature [21].

Figure 3. X-ray diffractograms of chitosan. (A) microbiological Chitosan of the C. elegans in the best
condition of the full factorial design. (B) X-ray diffractograms of commercial chitosan.
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3. Experimental Section

3.1. Microorganism and maintenance

Use was made of a Cunninghamella elegans strain UCP/WFCC 0542 deposited in the Culture Collection of
the Research Center of Environmental Science -NPCIAMB/UNICAP, registered at the World Federation
for Culture Collection (WFCC). The culture was maintained on PDA medium (Potato Dextrose Agar) at
5°C.

3.2 Biomass production by C. elegans

The inoculum was performed by transferring sporangiospores of the C. elegans to Erlenmayer flasks
containing 100 mL of sterile distilled water to obtain a suspension of 10" cells/mL. Aliquots (1 mL) were
transferred to Petri dishes (9.0 cm/diameter) containing PDA medium (Potato Dextrose Agar ) incubated
for 24 hours at 28°C. Subsequently, 20 disks (30x6mm) were transferred to production medium
concentrations, as established by factorial design, in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 100 mL of
culture medium consisting of corn steep liquor, asparagine and sucrose (Table 2). Cultivation was carried
out under orbital shaking of 150 rpm at 28°C for 96 hours. At the end of cultivation, the mycelial mass of

C. elegans was obtained by vacuum filtration, washed with cold sterile water, frozen and lyophilized. It
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was then kept in a desiccator until constant weight. The biomass was determined gravimetrically and
expressed as g/L.

3.3 Extraction of chitosan

The extraction of the biopolymer chitosan was performed by alkali/acid treatment which consists of
deproteinizing the biomass, lyophilized with the addition of a sodium hydroxide solution
(IM/30mL/g121°C for 15min), separating the alkali-insoluble fraction (AIF) after centrifugation
(4000rpm/15min) by vacuum filtration. After separation of the AIF, it was washed and the material was
filtered in alternate stages with saline solution (0.85%) and ice-cold distilled water until pH 7.0. The
residue obtained after this step was subjected to treatment with acetic acid (30 mL 2%/v/g 100°C for

15min) centrifuged (4000rpm/15min) and filtered. The residue was washed with cold distilled water and
centrifuged (4000rpm) until pH 7.0, to obtain chitin. Then it was placed in a drying oven (30°C/48h.) The
supernatant was alkalinized to pH 9.0, kept in a refrigerator for 24 hours for precipitation and concentration
of the chitosan. Having obtained chitosan by centrifugation (4000rpm/15min), it was washed with ice-cold
distilled water and saline solution to pH 7.0. The chitosan was dried in an oven at 30°C for 24-48 hours

[33]. The chitosan concentration was expressed in g/L.

3.3 Total Carbon and Nitrogen determinate

From the cultivation medium of the experimental design with the highest biomass and chitosan produced,
chemical analyzes were performed for the concentrations of organic carbon and total nitrogen consumed by
C. elegans and the remainder in the culture. The percentage of carbon calaculated by the volumetric
method was evaluated by potassium dichromate and titration with ferrous sulphate. This method consists of
oxidizing organic carbon contained in a given volume of sample with 0.1 N solution of potassium
dichromate in an acidic medium, followed by titrating the excess dichromate solution with 0.05 N
ammonium ferrous sulfate, using (? apagar: if) ferroin solution as an indicator [34].

To determine total nitrogen, the classical Kjeldahl method was used which comprises two steps: (1)
digestion of the sample to convert organic nitrogen into the ammonium ion (NH4-N) and (2) determination
of the digested N-NH,, alkali after distillation. Ammonium sulfate resulting from the digestion is heated
with a base, thus releasing ammonia (NH3), and the reaction can be represented by the equation: NH, OH-
H, O < NHsz. Ammonia is collected in an acidic solution, and the species N-NH; determined by

colorimetry, ion selective electrode or titration with standard acid solution [35].
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3.4 Determination of pH

After culture the cell-free metabolic liquid was subjected to determination of pH by potentiometry. All
experiments were performed in triplicate.

3.5 Methodologies for physical-chemical characterization of chitosan

Infra-red spectroscopy — IRS : Two milligrams (2mg) of chitosan sample previously dried at 60°C under
reduced pressure were used and homogenized with 100mg of potassium bromide (KBr). The potassium
bromide discs prepared were dried for 24h at 110°C under pressure. The infrared ray spectra were
performed using a spectrophotometer Fourier transform (FTIR), Bruker IFS Mod. Potassium bromide discs
were used as a reference. The intensity of the bands of maximum absorption was determined by the
baseline method. The degree of deacetylation (DA%) was determined as per the methodology described

by[15] on applying the following equation:

[DD% = (A1655/A3450).100/1] (1)

Crystallinity index: The X-ray diffractograms of chitosan was obtained in the X-Ray Laboratory of the
Physics Department — Federal University of Pernambuco -UFPE. The measurement was taken using X-ray
equipment SIEMENS Model 5000 D, Cu Ka radiation with A = 1.542 AQ, in a scanning range between 4°
and 50° with a rate of 0.02 ™", The interplanar distance was determined by the half height width of the

peak of greatest intensity (Ic). The crystallinity index (Icr) was determined with the following equation:

[% = lcr (lc —lal |c) X 100] (2)

thus: Ic and I are the intensities of the signals from the crystalline (20=20°) and amorphous (20=12°)
regions.

3.6 Factorial design

The validation of the biopolymer chitosan production and checking the influence of carbon source and
nitrogen on the mycelial growth of C. elegans, were performed by Pareto diagrams. The data obtained from
the experiments were subjected to statistical analysis by STATISTIC software version 7.0 StatSoft Inc.,
USA. A full factorial design of 2° was carried out to analyze the main effects and interactions of varying
concentrations of asparagine, sucrose and corn steep liquor on the response variable biomass and chitosan
production. A factorial design 2° for biomass and chitosan production by Cunninghamella elegans was:
% Asparagine: -1 (0) 0 (0025) 1 (0.05); % Sucrose: 1 (0.1) 0 (0.15) 1 (0.2); % corn steep liquor: 1 (0.3) 0
(0.45) 1 (6).
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4. Conclusions

Biomass and chitosan production by C. elegans through fermentation process was made possible under the
conditions studied here: identifying the main effects and interactions that were produced by the carbon and
nitrogen sources present in the low cost medium formulation. The corn steep liquor proved to be the only
independent variable that significantly influences the simultaneous increase of the carbon and nitrogen
concentrations on the culture medium studied, possibly due to the presence of various essential amino acid
compositions. Therefore, the byproduct was formed in the ratio of 2:6 of Carbon: Nitrogen in the medium
(sucrose, asparagine, corn steep liquor). The best condition presents high production and physical-chemical
characteristics that are important to ensure the condition of a biopolymer promising for several
applications.
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ANEXO C — NORMAS DA REVISTA MOLECULES( artigo 1)
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The Jowmal of Hazardous Materials publishes full length ressarch papers, reviews, and case studies
which improve cur understanding of the hazards and risks certain materials to pecple and
the environment or deal with ways of controlling these hazards and associated risks, The Editors
particularly welcome proposals for review articles. To limit the scope the following areas are excluded:
standard municipal and waste and wastewater treatment processes; manufacturing of explosives.

The Joumal publishes high-impact contributions on: Characterization of the harmful effects of
chemicals and materials Measurement and Monitoring of Hazardous Materials Transport and Fate
of HM in Environment Risk Assessment and Management Physico-chemical and Separation Processes
Adsorption Iom Exchange Coagulation/Flocculation/ Precipitation Membrane Processes Flotation
Stabilization/Solidification Biological Processes Biodegradation Phytoremediation Advanced Oxidation
Processes Photodegradation/Photocatalysis H202 Fenton Ozone Sonclysis Plasma Processes Safer
and Cleaner Technologies The Jowrnal publishes papers with significant novelty and scientific
impact. The Editors reserve the right to dedime, without external review, papers that do
not meet these criteria, incuding papers that: Are very similar to previous publications, with
changed target substrates, emplu-,leg miaterials, analyzed sites or experimental methods, Deal with
parameter optimization of known processes without new concepts andfor interpretations, Report the
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and/or hypothesis testing, or Do not ?u:us on the environmental relevance and significance of the
studied systems or materials,
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

The Jowmal of Hazardous Materials publishes full length ressarch papers, reviews, and case studies
which improve our understanding of the hazards and risks certain materials pose to people and
the environment or deal with ways of controlling these hazards and associated risks, The Editors
particularly welcome proposals for review articles. To limit the scope the following areas are exduded:
wiork place health & safety and non-hazardous materials waste,

The Journal publishes high-impact centributions on:

Characterization of the harmful effects of hazardous materals Impact assessment methods and
miodels - acute and chronic effects of hazardous dhemical releases Risk assessment and management
Pollution control processes Inherently safer and deaner technologies Treatment and disposal of solid,
liquid and gaseous hazardous waste Remediation of contaminated soil and groundwater

The Jourmal publishes papers with significant novelty and scentific impact, The Editors reserve the
right to decline, without external review, papers that do not mieet these criteria, incduding papers that:
&re very similar to previous publications, with changed target substrates, emploved materals,
analyzed sites or experimental methods, Deal with parameter optimization of known processes
without new concepts and/or interpretations, Report the environmental analysis and monitoring of
specific geographic areas without presenting new insights and/or hypothesis testing, or Do not focus
on the environmental relevance and significance of the studied systems or materials.,

& 100 word [macimum) “statement of novelty” explaining why the work should be published in Joumnal
of Hazardous Materials must be provided as a separate document upon submission of your manuscript.
The "statement of novelty” must not be a retelling of the abstract. When preparing the statement
please make sure to address (a) the significance and novelty of the work, with respect to existing
literature, and (b) the scientific impact and interests to our readership. Papers that lack significant
niovelty will be rejected.

Types of Paper

Research papers are not to be submitted in two parts (i.e. Part I and Part II) - these must be
consolidated into one manusoript.,

The Editors welcome proposals for review articles. Proposals must contain the following three
components for consideration: (1) brief summary of the proposed review article content, [2%
briet description of the author's academic background and ressarch areas, and (3) a list ©
Buthors' publications related with the osed review artide topic. Please send your proposals
to one CIE'I:"IE Editors directly using the e-mail addresses available on the Journal homepage:
hittp: /Nwnenerelseviencom/locate/hazmat, Note that submission of review articles is by invitation anly,
pending approval of the proposal by the Editors.

Letters to the Editor will undergo review. Any letters to the editors received will be circulated to all
editors before a decision is made whether to publish, Authors will also be given an opportunity to

respond.
To ensure conciseness, follow these maximum word count guidelines: regular paper: 5,000 words;

review article: 15,000 words, Cover letters must state the manuscript word count, which indudes
text, figures captions, and table legends, but not references.

BEFORE YOLU BEGIMN

Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for joumal publication see
hittp: /fwene.elseviencom publishingethics and http:/fwwew elsevien.comyethicalguidelines.
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Conflict of interest

&ll authors are requested to disdose any actual or potential conflict of interest induding any financial,
personal or other relationships with other people or organizations within three years o?heginning the
submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work, See
also httpy/fviww, elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission declaration and verification

Submizsion of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see http:/fwiww.elsevier.com/ postingpolicy), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was camied out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere
in the same form, in English or in any other language, including electronically withouwt the written
consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality
detection service CrossCheck http:/fwenw.elsevier.com/editors/ plagdetect.,

Changes to authorsnip
This policy concemns the addition, deletion, or rearmangement of author names in the authorship of
accepted manuscripts:
Before the accepted manuscript is published in an online isswe: Requests to add or remove an author,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author
of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or remowved,
or the author names reamanged and (b)) wiitten confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agree with the addition, remowal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this indudes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by
the corresponding author will be forwarded by the Joumal Manager to the corresponding authar, who
miust follow the procedure as described above. Mote that: (1) Jounal Managers will inform the Joumnal
Editors of any such reguests and (2] publication of the accepted manusoript in an online issuwe is
suspended until authorship has been agreed.
After the accepted manuscript is published in an online issue: An uests to add, delete, or rearrange
or mames in an article published in an online issue will fol me same policies as noted above
and result in a comrigendum,
Copyright
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement’ (for
miore information on this and copyright see http:/Nwerw.elsevies com/copyright). Acceptance of the
agresment will ensure the widest possible dissemination of information. An e-mail will be sent to
the comesponding author confirming receipt of the manuscript together with a "Jowrnal Publishing
Agreement’ form or a link to the online version of this agreement.
Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of artides induding abstracts for intemal
ciroulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other dervative works, induding compilations and translations
(please consult http://wew.elseviencom/permissions). If excerpts from r copyrighted works are
included, the authors) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
sourcels) in the article. Elsevier has prepri ntedpfnrms for use by authors in these cases: please consult
hittp:/ wenw.elseviencom/ permissions.

Retained author righits
&z an author you [or your employer or institution) retain certain rights; for details you are referred
to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided finamcial support for the conduct of the ressarch and/or
preparation of the artide and to briefly describe the role of the sponsors), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report: and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such invelvement then this should
be stated. Please see http://www.elseviercom/funding.

Funding body agreements and policies

Elzevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Blsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learm more about existing agreements and policies please visit
hittp:/ fweneelseviencom/fundingbodies.,

AUTHOR INFORMATION PACK 4 Mar 2013 wiviw, elsevien.com/locate/jhazmat 5



Producéo de hiomassa e quitosana por C. elegans UCP/WFCC 0542 ... 139

This jounal does mot ordinarly have publication charges; however, authors can now opt
o make their artides awailzable two a_=||I|j (including non-subscribers) via the SdenceDirect
platform, for which a fee of $3000 applies (for further information on open access see
"l‘l'tE:."."'r'.l‘r'.l‘r'.l.E seviencom/about/ open-access/open-access-options ). Please note that you can only
miake this choice after receiving notification that youwr artide has been accepted for publication,
to avoid any perception of conflict of interest. The fee exdudes taxes and other potential
costs such as color charges. In some cases, institutions and funding bodies have entered into
agresment with Elsevier to meet these fees on behalf of their authors, Detsils of these agreesments
are available at hitp:/fwww.elseviencom/fundingbodies. Authors of accepted artides, who wish
to take advamtage of this option, should complete and submit the order form [available at
http:/ fwenw.elseviencom/locate/ openaccessform. pdf). Whatever access option you choose, you retain
many rights as an author, induding the right to post a revised personal version of yvour article on your
owin website, More information can be found here: http:/fwenw.elseviencom/authorsrights,

Please write your text in good English (American or British usage &= accepted, but not
a misture of thesse). Authors who feel their English language manuscript may reguire
editing to eliminate possible grammatical or spelling emors and to conform to  comect
scientific English may wish to use the English Language Editing service available from
Elsevier's WebShop http://webshop.elsevier.com/languageediting or visit cur customer support site
http:/ support.elsevien.com for more information.

Submizsion to this journal proceeds totally online. Use the following guidelines to prepare your artide.
Via the homepage of this journal [hitp://ees.clzseviencomihiazmat’) you wall Ee guided stepwise
through the creation and uploading of the various files. The system automatically converts source files
to a single Adobe Acrobat PDF version of the article, which is used in the peer-review process. Please
note that even though manuscript source files are converted to PDF at submission for the review
process, these source files are needed for further processing after acceptance. All correspondence,
including notification of the Editor's decision and requests for revision, takes place by e-mail and via
the author's homepage, removing the need for a hard-copy paper trail,

Manuscripts must conform to the following guidelines for revised manuscripts or they will
be rejected.

Should Authors be requested by the Editor to revise their submission, the revised wversion should
be submitted within two months. Please note that revised manuscripts will be sent out for review
because revising a manuscript does not automatically mean it will be accepted for publication.

Inthe revision letter, authors must transoribe each reviewer's comments into the letter, followed by the
author's responses. Any associated changes in the manusoipt (induding page and line number) must
be copied down in the revision letter. This will help the Editor compare tIEIE reviewer comments with
both the replies and the changes made in the manuscript. The replies to the reviewsers’ comments must
also be reflected in the revised manuscript wherever possible [not just in the revision letter). Authors
must give dear reasons if they choose not to make changes according to the reviewer suggestions.
In the revised manuscript, authors must indicate how the manuscript was changed according to the
reviewer comments by highlighting the revisions (all new text/dataffigures) with colour. Only one
final revised version the manuscript must be uploaded.

Authors must provide the original manuscript number, the name of the original handling
Editor, and state whether the revised manuscript is a resubmission of a rejected manuscript
both in EES and in the cower letter in order to ensure that it is assigned to the original
handling Editor.

Upon resubmission of a rejected manuscript, Authors will be required to upload the decision
letter from the Editor requesting submission of the rejected manuscript, the original
Reviewesr comments of the rejected manuscript, the responses to the Reviewer commients,
and the original manuscript number. The resubmitted manuscript must indicate, in color,
where the revisions were made in the paper in response to the Reviewer comments.,
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Please be aware that manuscripts rejected for "out of scope” or "lack of nowvelty™ will not
be accepted as a resubmission.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text should
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible, Most formatting codes
will be removed and replaced on processing the artide. In particulan, do not use the wordprocessor's
options to justify text or to hyphenate words, Howewver, do use bold face, italics, subsoripts,
superscripts etc, When preparing tables, if you are using a table grid, use only cne grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text Ehnulﬂ be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: hitp:/ wwew.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will li:e required whether or mot you embed your fgures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-chedk' and "grammar-check'
functions of your wordprocessor,

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsectons should be numbered
1.1 {then 1.1.1, 1.1.2, ...}, 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
nurmnbering also for internal cross-referencing: do not just refer to "the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Intraduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, aveiding a detailed literature
suUrvey or a summar}' of the results.

Experinmen
Provide sufﬁnent detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described,

Results

Results should be clear and concise,

Dizrussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive ctations and discussion of published
literature,

Conclusions

The main conclusions of the study may be presanted in a short Condusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eg. (A.2]), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1: Fig. A.1, etc.

Fecential title page information

Title. Concise and informative. Titles are often wsed in information-retrieval systems., Avoid
abbreviations and formulae where possible,

Author names and affiliations. Where the fzurnllhjr name may be ambiguous (.., a dﬂul:nle narne]l
please indicate this dearly. Present the authors' affiliation addresses [(where i& actual work was
done} below the names. Indicate all affiliations with a lower-case supa"smpt letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, induding the country name, and, i available, the e-mail address of each author
Cormesponding aubhor. Clearly indicate who is willing to handle comes ence at all es of
referasing anﬂ publication, all-!s?-:r post-publication. ﬂieiuhmilting aul:l‘rnrpl::fd the :msiigiding
author must be the same person. Ensure that telephone and fax numbers (with couw and
area code) are provided in addition to the e-miail address and the complete postal ress.
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Present/permanent address. If an author has moved since the work desoibed in the articde was
done, or was visiting at the tima, a "Present address™ [or "Permanent address™) may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes,

Abstract

& concise and factual abstract is required [100-200 words). The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major condusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should
be avoided, but if essentizl, they must be cited in full, without reference to the reference list, Alsa,
non-standard or uncormmon abbreviations should be aveoided, but if essential they must be defined
at their first mention in the abstract itself,

Graphnical abstract

& Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online, Authors must provide images
that dearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 » 1328 pixels [h = w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 =
13 om using a regular soreen resolution of 56 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Euthors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that comvey
the core findings of the artide and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please wse "Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points {maximum 25
characters, including spaces, per bullet point). See hitp:/www.elseviercomyhighlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 3 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple cm':ElE:B [avoid, F-:rrer:amil:. "and", "of"). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the artde.

Acknowledgements

Collate acknmnlledl]:jewents in @ separate section at the end of the article before the references and do
niot, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (5I). If
other quantities are mentioned, give their equivalent in S1. You are urged to consult the Intemational
Union of Pure and Applied Chemistry [IUPAC) http:/www. iupac.org! for further information.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Mumber them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not indude footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter,

Artwork

Electronic artwork

General points
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* Make sure you use uniform lettering and sizing of vour original artwork.

* Embed the used fonts if the application ides that option.

* Aim to use the following fonts in your i||IJStIE|'I:iDI15: Anal, Courier, Times Mew Roman, Symbol, or
use fonts that look similar

* Number the illustrations according to their sequence in thie text,

* Use a logical naming conwvention for your artwork files,

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

* Submit each illustration as a separate file.

& detailed guide on electronic artwork is available on ocur website:

hittp:/ fwener.elsevien.com artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application [Word, PowerPoint, Excel) then
please supply "as is' in the native document format.

Fegardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please "Save a5’ or convert the images to one of the following formats (note the resclution
reguirements for line drawings, halftones, and linefhalftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts,

TIFF Enr JPEG;: Color or grayscale photographs [halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF {[or JPEG): Combinations bitmapped linefhalf-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 doi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMPB, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content,

Color artwork
Please make sure that artwork files are in an acceptable format [TIFF, EPS or MS Office files) and with
the correct resolution. If, together with your acce article, you submit usable color figures then

Elzevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web [=.g.,
Sciencelirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of r accepted artide. Please indicate your preference
for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see http://www.elseviencom/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to "gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure caplions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief tithe (mot on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used,
Tables

Mumber tables consecutively in accordance with their appearance in the test. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with supersoript lowercase letters, Avoid vertical rules. Be

sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
chr‘iEed elsewhere in the article.

References

Manuscripts must contain at least 10 references. The references must cite recent and relevant
research only, At least half (30%) of the references should be published within the last 10 years.
Citation in text

Please ensure that every reference dted in the text is also present in the reference list [and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal

communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are incuded in the reference list they should follow the standard reference style of the
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journal and should indude a substitution of the publication date with either "Unpublished results’ or
"Personal communication”. Citation of a reference as 'in press' implies that the itemn has been accepted
for publication.

Web references

Bz a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed, Any
further information, if known [DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately {2.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be induded in the reference list.

Reference management software

This  joumal has standard templates available in key reference  management
ckages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager

fattp:.' {refman.comysupport/rmstyles.asp). Using pﬂg -ins to wordprocessing packages, authors only

need to select the appropriate ]nu mal template when preparing their article and the list of references

and citations to these l.-.uliI formatted according to IEIE journal style which is described below.

Refarence style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [B] obtained a different result ....'

List: Mumber the references {numbers in sguare brackets} in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] 3. van der Geer, 1.A.). Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scentific article, 1. Sci. Cormmun.
163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Ir., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000,
Reference to a chapter im an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, im: B.5. Jones, R.Z.
Smith [Eds. ), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2003, pp. 281-304,

Joumnal abbreviations source

Journal names shiould be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: h't:u' Shwnanw . nlrmumih, gowtsdf serials/li. heml;

List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-ITWA-online.php;

CAS (Chemical Abstracts Service): h-t:u Swww.cas.org/content/ references/corejournals.,

Video data

Elsevier video material and animation sequences to support and enhance your scentific
research, Authors who have video or animation files that they W|5I;Dtu submit with their article are
stromgly encouraged to include links to these within the body of the artidle. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be propery labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of cur recommended file formats with a preferred maximum
size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including SdenceDirect: http:/fwww.sciencedired, com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image., These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please wvisit our video instruction pages at
http:/ Nwnenw.elseviencom/arbworkinstructions., Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the ar‘l:itje that refer to this content.

Supplementary data

Elsed-ler accepts electoronic supplementary material to support and enhance your sdentific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, hi h-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supple mentary%les supplied will
published online al-:lngglde the electronic version of your article in Elsevier Web products, |ndud|r-g
ScienceDirect: http://www.sdencedirect.com. In order to ensure that your submitted material s
directly usable, |:I|EE|'E|E provide the data in one of cur recommended file formats. Authors should
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submit the material in electrenic format together with the artide and supply a concise and desoriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instrudtion pages at
http:/ wwnw.elseviencom/arbworkinstructions,

Submission checklist
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review, Iﬁeage consult this Guide for Authors for further details o’rpan'gr e,
Ensure that the following items are present:
One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address
* Full postal address
* Phone numbers
&ll neces=ary files have been uploaded, and contain:

Keywords
» All figure captions
* All tables (induding tide, description, footniotes)
Further considerations
* Manuscript has been "spell-chedked' and "grammar-checked'
* References are in the comrect format for this journal
* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
* Permnission has been obtained for use of copyrighted material from other sources [induding the WEI:IE
* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
» If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing pu
For any Iﬁlr:-:nl:’crs information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com,

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOT

consists of a unigue alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher

upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal

miedium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not vet received their

full bibliographic information. Example of a comectly given DOI {in URL format; here an artice in the

journal Physics Letters B):

hittps/ de.dod.org/ 10, 1016/ physleth, 2010.09.059

g'hen you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
ange,

Proois
One set of page proofs (as POF files) will be sent by e-mail to the comesponding author (i we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) o a link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themsehves, Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 Ii-:rr
higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF fi
F'II accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: hitp://www.adobe.com/products/ reader/tech-specs.html,
If you not wish to use IJEE PDF annotations function, you may list the corrections (induding
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quating line number, If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other
commients {including replies to the Query Form} on a printout of yvour proof and return by fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and comectness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will
do everything possible to get your artide published quickly and accurately - please let us have all your
corrections within 48 hours, It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as indusion of any subsequent corrections
cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that%ier may procesd with
the publication of your articke if no response is received.
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Offprints

The corresponding author at no cost, will be provided with a POF file of the artide via e-
mizil {the POF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet
with the journal cover image and a disdaimer ocutlining the terms and conditions of use). For
an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the articke is accepted for publication. Both comesponding and co-authors may order offprints
at any time via Elssvier's WebShop Ehttp:Hwel::-ﬁhc-p.elsexrien-:c-m;"m?al'ticlaer'.-'ices.-‘nﬁprinE;I.
Buthors  requiring printed copies of rmultiple artides may uwse Elsevier WebShops
"Create Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover
(http:/ /webshop.elsevier.comfmyartidesarvices/offprints/myarticlesservices/bookdets).

AUTHOR INQUIRIES
For inguiries relating to the submission of articles {including electronic submission) please wisit

this jourmal's homepage. For detailed instructions on the preparation of &ectronic artwork,
please visit http:/ wwwi.elseviencom/artworkinstructions. Contact dpfmilz for questions arising after
acceptance of an artide, especizally those relating to proofs, will be provided by the publisher
You can track accepted articles at hitp:/fwwiw.elseviencomftrackarticle. You can also check
our Author FAQs at hitp:/fwww.elseviercom/authorFAQ and/or contact Customer Support wvia
http:// support.elsevien.com,

& Copyright 2012 Elsevier | hitp://www.elsevier.com
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