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RESUMO 

 

A poluição com elementos-traço tem se tornado um sério problema em 
muitos países do mundo. A concentração desses elementos nos efluentes 
agroindustriais frequentemente excede os valores permitidos pela legislação 
ambiental. O uso das propriedades microbianas de biossorção, bioacumulação e 
associação com peptídeos ligantes de metais tem se tornado uma alternativa aos 
métodos convencionais de tratamento. Isto porque o tratamento de efluentes 
contaminados com elementos-traço por microrganismos é extremamente eficaz e 
economicamente viável na remoção destes elementos, principalmente quando 
estes estão em baixas concentrações. O uso de fungos isolados de ambientes 
contaminados na remoção desses elementos tem despertado muito interesse na 
área de biotecnologia, uma vez que, provavelmente, eles possuem estratégias 
que permitem que tolerem e removam estes elementos do ambiente. Este 
trabalho foi realizado com o objetivo de comparar a remoção dos elementos Cu, 
Mn e Zn, presentes na água residuária do café, pelos fungos Aspergillus 
brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de ambientes contaminados e não 
contaminados por elementos-traço, em erlenmeyers e utilizando biofiltros 
aeróbios. Houve grande remoção de todos os elementos pelos fungos estudados, 
em ambos os testes realizados. Análises de microscopia eletrônica de varredura 
com microanálise de raios-X indicam que, provavelmente, os mecanismos 
utilizados pelos fungos para a remoção destes elementos sejam, prioritariamente, 
de biossorção. Estes resultados indicam que o uso destas espécies fúngicas 
(isoladas ou não de ambientes contaminados) seja uma alternativa promissora 
aos métodos de tratamento convencionais de efluentes contaminados. 
 
Palavras-chave: Água residuária do café. Remoção. Elementos-traço. 
Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 
 The pollution with trace elements has become a serious problem in 
many countries of the world. The concentration of those elements in 
agroindustrial efluentes frequently exceeds the values allowed by the 
environmental legislation. The use of the microbial properties of 
biosorption, bioaccumulation and association with metal binding peptides 
 have become an alternative to the conventional treatment methods. This 
is because the treatment by microorganisms of efluentes polluted with 
trace elements is extremely effective and economically viable in the 
removal of these elements, mainly when they  are at low concentrations. 
The use of fungi, isolated from polluted environments, for the removal of 
those elements has been arousing much interest in the biotechnology area, 
probably because they possess strategies that allow them to tolerate and 
remove these elements from environment. This work was conducted with 
the objective of comparing the removal of the elements Cu, Mn and Zn, 
present in coffee wastewater, by the fungi Aspergillus brasiliensis and 
Penicillium citrinum isolated from environments polluted and non-
polluted by trace elements, in erlenmeyers and using aerobic biofilters. 
There was high removal of all of the elements by the fungi studied, in 
both tests conducted. Analyses of scanning electronic microscopy with 
ray-X microanalysis indicate that probably the mechanism used by the 
fungi for the removal of these elements is primarily biosorption. These 
results indicate that the use of these fungal species (isolated or not from 
polluted environments) is a promising alternative to the conventional 
treatment methods for polluted efluentes.   
 
Keywords: Coffee Wastewater. Removal. Trace elements. Aspergillus 
brasiliensis. Penicillium citrinum  
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CAPÍTULO 1 

 

 Remoção de elementos-traço por isolados de Aspergillus brasiliensis e 

Penicillium citrinum em biofiltros 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

O crescimento populacional, aliado ao desenvolvimento de atividades 

agropecuárias e industriais, tem produzido diversos efeitos negativos sobre o 

ambiente, com o aumento da poluição e a degradação dos recursos naturais, 

podendo gerar desequilíbrios irreversíveis nos diferentes ecossistemas. 

A cafeicultura é uma das atividades mais importantes do Brasil, tanto do 

ponto de vista econômico como social, sendo responsável pela geração de 

milhares de empregos diretos e indiretos.  

O processamento do café pode ser realizado por via seca ou úmida. O 

processamento via úmida requer o uso de grandes volumes de água nas etapas de 

separação, descascamento, despolpa e desmucilagem, gerando, assim, grande 

quantidade de águas residuárias (ARC). 

Dentre os diversos compostos presentes na ARC estão os resíduos 

provenientes de agrotóxicos e fertilizantes. O uso de agroquímicos é uma prática 

comum na agricultura, pois visa obter o aumento do suprimento de nutrientes do 

solo, a correção de seu pH e a proteção das lavouras pelo controle de pragas. 

Estes produtos contêm, em sua composição, várias combinações de elementos-

traço (também denominados metais pesados) que, se liberado nos mananciais 

sem o tratamento adequado, podem acarretar em muitos prejuízos ao meio 

ambiente. 

Os elementos-traço, dentre os vários poluentes existentes, têm 

despertado muito interesse, uma vez que, quando estão acima das concentrações 
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permissíveis, são extremamente tóxicos para uma grande variedade de 

organismos. Isso se deve ao fato de esses elementos não possuírem caráter de 

biodegradação e serem bioacumuláveis, podendo, assim, ser transferidos ao 

longo da cadeia trófica e comprometer a saúde humana. 

Os métodos de tratamentos convencionais de efluentes contaminados por 

elementos-traço podem gerar subprodutos com características recalcitrantes e 

constituem-se de técnicas caras e de baixa reprodutibilidade. 

Entre os métodos de tratamento alternativos estudados, um dos mais 

promissores é a biossorção, um processo de sorção que se baseia na propriedade 

dos elementos-traço de se ligarem a vários materiais biológicos, tais como algas, 

leveduras, fungos, bactérias e plantas. 

O uso de microrganismos em tratamento de efluentes contaminados por 

íons metálicos por meio da biossorção, principalmente de fungos filamentosos, 

tem se destacado em relação aos outros métodos tradicionais, pois tais 

microrganismos apresentam maior resistência a elementos-traço tóxicos, o que 

proporciona seu crescimento e desenvolvimento em meios que contêm altas 

concentrações desses poluentes. Os elementos-traço podem ficar aderidos na 

superfície da parede celular de tais microrganismos (biossorção) ou, então, se 

bioacumularem em organelas ou se ligarem a proteínas de seu interior celular. 

A utilização de fungos isolados de ambientes contaminados por estes 

elementos no tratamento de efluentes é uma alternativa muito promissora, uma 

vez que, se os microrganismos conseguem proliferar em um ambiente 

contaminado, provavelmente possuem estratégias para tolerar e crescer em tal 

situação. Além disso, são ideais para a remoção de elementos-traço, quando 

estão em concentrações de 1 a 100 mg/L, pois os métodos tradicionais de 

tratamento não são eficazes para esta finalidade, quando em pequenas 

concentrações. 
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É no contexto da busca constante de métodos alternativos de tratamento 

de efluentes que surge a necessidade do estudo de novas espécies fúngicas que 

apresentem capacidade de retenção de elementos-traço, visando à otimização 

dos processos de tratamento de águas residuárias. 

Este trabalho foi realizado com o objetivo de comparar a remoção dos 

elementos cobre (Cu), manganês (Mn) e zinco (Zn) presentes na água residuária 

do café, pelos fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de 

ambientes contaminados e não contaminados por elementos-traço, em escala 

laboratorial e utilizando biofiltros aeróbios, visando comparar a eficiência de 

remoção a partir de uma prévia exposição do fungo ao poluente. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Elementos-traço  

 

Nas últimas décadas, os problemas ambientais têm se tornado cada vez 

mais críticos e frequentes, principalmente devido ao crescimento populacional e 

ao aumento da atividade industrial. Dessa maneira, os problemas decorrentes da 

ação antrópica têm atingido dimensões catastróficas, podendo ser observados 

por meio de alterações na qualidade do solo, ar e água.  

A contaminação de águas naturais tem sido um dos grandes problemas 

da sociedade moderna. A economia de água em processos produtivos vem 

ganhando especial atenção devido ao valor agregado que tem sido atribuído a 

este bem (KUNZ; ZAMORA; DURÁN, 2002). 

Dentre os contaminantes conhecidos destacam-se os elementos-traço, 

termo que tem sido empregado para definir metais catiônicos e oxiânions 

presentes em baixas concentrações (usualmente <1g kg-1), em solos e plantas. 

Este termo tem sido preferido em diversas publicações recentes, em substituição 

á expressão metal pesado, a qual nunca foi definida por nenhum órgão oficial na 

área de química, sendo, assim, pouco usual (GUILHERME et al., 2005). 

A liberação de elementos-traço para o meio ambiente se deve, 

principalmente, ao aumento das atividades agroindustriais e tem apresentado 

diversas ameaças ao ambiente e à saúde humana (CERBASI; YETIS, 2001). 

Quando dispostos indevidamente no meio ambiente, podem interferir no 

funcionamento das plantas e da biota do solo, inibindo uma variedade de 

processos fisiológicos e bioquímicos, e afetar a produtividade e a 

sustentabilidade dos ecossistemas (KLAUBERG-FILHO et al., 2005).   

Segundo Volesky e Holan (1995), elementos-traço tóxicos, 

especialmente cobre (Cu), cádmio (Cd), chumbo (Pb) e zinco (Zn), estão sendo, 
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cada vez mais, liberados no meio ambiente por meio de águas residuárias 

industriais, agrícolas e outras atividades humanas. Estes elementos estão 

comumente associados a poluição e à toxicidade, mas também incluem alguns 

elementos que são biologicamente essenciais para os seres vivos em baixas 

concentrações, tais como Cr, Co, Cu, Mn, Se. 

De acordo com Volesky (2001), os elementos-traço que mais preocupam 

e representam um risco ambiental são, em ordem de prioridade, As, Cd, Pb, Hg, 

Cr, Co, Cu, Ni, Zn e Al. 

Segundo Barros (2006), a poluição de uma bacia hidrográfica por tais 

elementos pode causar alterações das propriedades físicas, químicas e biológicas 

da massa de água, comprometendo o seu uso para o consumo humano e para 

outros tipos de atividades, dependendo do grau de poluição ou contaminação. 

Estas substâncias reduzem a capacidade autodepurativa das águas, 

devido à ação tóxica que exerce sobre os microrganismos responsáveis pela 

depuração natural em sistemas aquáticos (BRANCO, 1986). 

Segundo Clarisse et al. (1999), a contaminação dos mananciais por 

elementos-traço pode causar alterações das características físicas (turbidez, cor, 

temperatura, viscosidade, tensão superficial), químicas (demanda química de 

oxigênio, ou DQO, pH, força iônica, oxigênio dissolvido (OD), grau de 

toxicidade e nutrientes) ou biológicas (espécies de fitoplâncton e zooplâncton), 

comprometendo a qualidade da água para o consumo humano. 

Os elementos-traço e sua toxicidade são de particular interesse para a 

saúde pública, pois estas substâncias não podem ser quimicamente 

transformadas ou destruídas (DAVIS; VOLESKY; VIEIRA, 2001). Por causa de 

sua toxicidade, a presença de elementos-traço nos mananciais pode interferir em 

muitos usos benéficos da água (AZIZ; ADLAN; ARIFFIN, 2007).  

O elemento-traço Cu é utilizado intensivamente como catalizador, como 

branqueador, na indústria petrolífera, como mordente, em tinturaria e como 
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agente oxidante em corantes; também como fungicida, na pintura de cascos de 

navios, de madeira ou aço, inseticida e como aditivo em solos (LEMOS et al., 

2010). Em humanos, este elemento é necessário para o desenvolvimento do 

tecido conjuntivo, revestimentos de nervo e osso (FRAGA, 2005) e também 

incorporado em várias enzimas que catalisam reações importantes (SETH et al., 

2004). 

No entanto, o elemento-traço Cu torna-se tóxico e carcinogênico quando 

uma grande dose é ingerida, sendo encontrados vários relatos na literatura. Os 

sintomas da intoxicação incluem, dor abdominal, náuseas, vômitos, cefaleia, 

letargia, diarreia, taquicardia, dificuldade respiratória, anemia hemolítica, 

hemorragia gastrintestinal, insuficiência renal e a morte (JANET; ADAMS; 

KEEN, 2005). Segundo Davis, Volesky e Vieira (2000), altas dose de Cu, 

quando ingeridas, podem se depositar no cérebro, na pele, nos rins, no pâncreas 

e no miocárdio.  

 O Mn é um elemento essencial à vida animal e vegetal, pois faz parte da 

constituição de certas enzimas e, provavelmente, condiciona a utilização de 

certas vitaminas (B1). Por estas razões, é frequentemente adicionado a 

fertilizantes e a preparados vitamínicos farmacêuticos. A sua deficiência provoca 

a diminuição de clorofila nas plantas (que adquirem um aspecto amarelado) e 

perturbações nos tecidos ósseos dos animais. Os compostos de manganês, 

genericamente, não são considerados tóxicos. Contudo, as propriedades 

oxidantes de alguns permanganatos podem causar irritação da pele e a inalação 

dos seus vapores pode ser bastante prejudicial (NAUTILLUS, 2011). 

 O zn, em sua forma metálica, tem limitada biodisponibilidade e não 

apresenta nenhum risco ecológico. Entretanto, pode reagir com outras 

substâncias químicas, como ácidos e oxigênio, para formar compostos que 

podem se tornar potencialmente tóxicos (RADHIKA; SUBRAMANIAN; 

NATARAJAN, 2006). É considerado um elemento essencial para a saúde do ser 
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humano, entretanto, pode exibir toxicidade gastrintestinal devido à acumulação 

deste elemento no corpo humano (WALSH et al., 1994). Além disso, o Zn pode 

trazer sérios riscos à saúde humana, se ingerido além da concentração  

recomendada de 100-300 mg Zn/dia, como náuseas, vômito, problemas 

gastrintestinais, letargia, fadiga e alterações na resposta imune (FOSMIRE, 

1990). 

Os valores máximos de elementos-traço permitidos em efluentes, de 

acordo com a Resolução 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(BRASIL, 2005), o CONAMA, estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 Padrão de lançamento de efluentes, segundo a Resolução 357 do 
CONAMA 
Elemento-traço Concentração máxima permitida 

Cu 1 mg/L 

Mn 1 mg/L 

Zn 5 mg/L 

 

Os valores máximos de elementos-traço permitidos em efluentes, 

segundo a Deliberação Normativa no 10 da Comissão de Política Ambiental de 

Minas Gerais (COPAM) (MINAS GERAIS, 1986), estão apresentados na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2 Padrão de lançamento de efluentes, segundo a Deliberação Normativa 
no 10 do COPAM 

Elemento-traço Concentração máxima permitida 

Cu 0,5 mg/L 

Mn 1 mg/L 

Zn 5 mg/L 
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Portanto, tornou-se extremamente importante, nos anos recentes, a 

pesquisa de métodos para diminuir os níveis de poluição/contaminação causados 

pela presença de elementos-traço em efluentes líquidos, de modo a atender à 

legislação ambiental vigente (CALFA; TOREM, 2007) 

Os efeitos adversos de tais elementos sobre o ambiente e seus 

acréscimos por meio da cadeia alimentar têm promovido a investigação para o 

desenvolvimento de técnicas eficientes e de baixo custo para o tratamento de 

efluentes contaminados (VOLESKY; HOLAN, 1995). Dentre estes tratamentos, 

destaca-se o uso de microrganismos resistentes à toxicidade de elementos-traço. 

 

2.2 Elementos-traço presentes na água residuária do café (ARC)  

 

O Brasil é o maior produtor e exportador de café do mundo e o segundo 

maior consumidor, perdendo apenas para os Estados Unidos. Mas, segundo a 

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), até 2015, será também o 

maior consumidor (MELO, 2009). Assim, o café é um dos produtos mais 

importantes para o Brasil e é, sem dúvida, de notória importância e 

expressividade para a sua economia (SILVA, 1999). 

 Levantamento realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento - 

CONAB (2010) mostra que em Minas Gerais existe um milhão de hectares de 

café em produção. As principais regiões produtoras são Sul de Minas (50,2%), 

Cerrado (22,5%) e Zona da Mata (27,4%). A safra mineira de café equivale a 

52,3% da brasileira, estimada em 48,1 milhões de sacas (CONSUMO..., 2011). 

O processamento do café pode ser realizado por via seca ou úmida. 

Embora o Brasil seja conhecido como produtor de grãos de café obtidos por via 

seca, alguns produtores começaram a optar pelo processamento via úmida, 

visando atender à crescente demanda internacional por grãos de alta qualidade e 

que proporcionem bebidas finas (MATOS et al., 2003).  
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O processamento via úmida requer grandes volumes de água nas etapas 

de eliminação da casca, fermentação e lavagem. Para cada saca de café 

produzido são gerados 3.500 litros de água residuária do café (ARC) (MELO, 

2009).  

Com o processamento pós-colheita dos frutos do cafeeiro, gera-se água 

residuária (ARC) que contém altas concentrações de resíduos sólidos, além de 

altos valores de demanda bioquímica de oxigênio (DBO) e demanda química de 

oxigênio (DQO), o que a torna bastante poluente (MATOS; LO MÔNACO, 

2003).  

O efluente gerado pelo processamento via úmida é rico em material 

orgânico e inorgânico que, se dispostos sem tratamento no ambiente, podem 

causar grandes problemas ambientais, como degradação ou destruição da flora e 

da fauna, além de comprometer a qualidade da água e do solo (MATOS et al., 

2006).  

Dentre os compostos inorgânicos presentes na ARC, está uma grande 

quantidade de elementos-traço provenientes do uso de fertilizantes, corretivos e 

defensivos que se acumulam no fruto (KIEKENS; COTTENIE, 1985). Esses 

insumos (fertilizantes, calcários, estercos e lodos de esgoto) podem constituir 

fontes de poluição não-pontuais de solos e sistemas aquáticos (GUILHERME et 

al., 2005). 

Os adubos comerciais têm, em sua composição, além dos compostos 

desejáveis, elementos-traço tóxicos, principalmente Cd, Pb, Cr (GONÇALVES 

JÚNIOR; PESSOA, 2002), Zn e Ni (AMARAL SOBRINHO; COSTA; 

VELLOSO, 1992). De acordo com Alloway (1990), fertilizantes, fungicidas, 

inseticidas e herbicidas contêm várias combinações de elementos-traço, tanto 

como constituintes ativos, quanto como impurezas. 

Segundo Gimeno-Garcia (1996), os elementos traços predominantes em 

áreas agrícolas com resíduos de fertilizantes e pesticidas são Mn, Zn, Co e Pb.  
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Os agrotóxicos são um dos poluentes que contêm elementos-traço em 

sua composição. Uma vez na água, podem tanto se ligar ao material particulado 

em suspensão, como podem se depositar no sedimento do fundo ou ser 

absorvidos por organismos, podendo, então, ser bioacumulados ao longo da 

cadeia trófica (NIMMO, 1985). Entretanto, segundo Soares et al. (2008), a ARC 

contém N, P, K, Ca, Mg e micronutrientes. Assim, se corretamente tratada, pode 

ser reutilizada para suprir parte da água e dos nutrientes demandados pelas 

lavouras. 

Gonçalves (2006) avaliou a presença de elementos-traço em ARC e 

detectou a presença de Cu, Zn e Mn, nas concentrações de 1,27 mg/L, 0,66 mg/L 

e 1,33 mg/L, respectivamente. Vasco (1999), em estudo semelhante, encontrou 4 

mg/L de Zn e 5 mg/L de Cu na ARC de uma fazenda de Londrina (PR). Melo 

(2009) realizou uma análise química de micronutrientes presentes na ARC de 

uma fazenda em Botucatu (SP) e constatou a presença de 0,6 mg/L de Cu, 0,7 

mg/L de Mn e 2 mg/L de Zn.  

Na Tabela 3 apresentam-se a função biológica dos principais elementos-

traço encontrados na ARC, sua ação nos organismos vivos quando em 

concentrações adequadas e sua toxicidade às plantas e aos micro-organismos, 

quando presentes em altas concentrações.  
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Tabela 2 Função biológica e toxicidade dos elementos-traço Cu, Mn e Zn 

 Toxicidade 

relativa Elemento Função biológica 

Plantas Mamíferos 

Cu 

Essencial para todos os organismos. 

Cofator em enzimas redox e no 

transporte de O2. 

MA (20-100) M 

Zn 
Essencial para todos os organismos. 

Cofator em muitas enzimas. 
BM (100-400) BM 

Mn 

Essencial para todos os organismos. 

Cofator em muitas enzimas. 

Envolvido na reação de quebra da 

água na fotossíntese 

BM (300-500) M 

Letras classificam a toxicidade como baixa (B), moderada (M) e alta (A). (2) Números 
entre parênteses denotam a concentração do elemento no tecido foliar (base seca) que 
indica toxicidade em plantas que não são nem altamente sensíveis nem tolerantes 
Fonte: Mcbride (1994 apud GUILHERME et al., 2005) 

 

Segundo a legislação ambiental vigente (BRASIL, 2005), os efluentes 

de qualquer fonte poluidora somente poderão ser lançados, direta ou 

indiretamente, nos corpos de água, após o devido tratamento e desde que 

obedeçam às condições, aos padrões e às exigências dispostos na Resolução 357. 

Recentemente, têm-se algumas possibilidades de destinos à ARC, como 

construção de lagoas de decantação, sedimentadores e filtros orgânicos. Porém, 

esses métodos podem atingir custos elevados e, ainda, como no caso de lagoas 

de decantação, podem ocupar um espaço considerável (MELO, 2009). Assim, a 

realidade é que muitos produtores estão descapitalizados ou não possuem área 

suficiente para fazer as adequações necessárias, liberando, dessa forma, as ARCs 

nos mananciais, sem nenhum tratamento prévio.  
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A liberação a longo prazo dessas águas residuárias no ambiente pode 

resultar no acúmulo de elementos-traço no solo, exercer uma pressão seletiva 

sobre a microbiota presente neste ambiente e constituir um grave risco à saúde 

humana. Assim, é de grande importancia a exploração de microrganismos de tais 

nichos ecológicos para seu uso na biossorção de elementos-traço, uma vez que 

as tecnologias convencionais, tais como troca iônica, precipitação química, 

osmose reversa ou evaporação, são, muitas vezes, ineficientes e de alto custo, 

especialmente para elementos-traço presentes em baixa concentração 

(SPRINITI; ZHUANG; TRUJILLO, 1995; ZHOU, 1999). 

Segundo Gianfreda e Bollag (1996), quando a ARC é indevidamente 

disposta nos solos, pode afetar os processos bioquímicos do mesmo, devido à 

presença de elementos-traço neste efluente agrícola. Estes últimos inibem o 

crescimento microbiano e suas atividades enzimáticas, por encobrir 

cataliticamente os grupos ativos, tendo efeito desnaturante na conformação das 

proteínas ou por competir com os íons metálicos envolvidos na formação dos 

complexos enzima-subtratos. 

Portanto, devido à gravidade do problema, a busca por tratamentos 

alternativos para a ARC tem despertado o interesse de ambientalistas e 

pesquisadores de diversas áreas do conhecimento. 

 

2.3 Tratamento de efluentes contaminados com elementos-traço 

 

Os efeitos adversos dos elementos-traço sobre o meio ambiente e seus 

acréscimos por meio da cadeia alimentar têm promovido a investigação para o 

desenvolvimento de técnicas eficientes e de baixo custo para o tratamento de 

águas residuárias (ERRASQUIN; VAZQUEZ, 2003).  

Como os elementos-traço não são agentes biodegradáveis, geralmente 

são removidos de efluentes  contaminados por tratamentos físicos ou químicos 
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(AKAR; TUNALI, 2006). Os métodos convencionais para a remoção de 

elementos-traço dissolvidos incluem precipitação química, oxidação ou redução, 

troca iônica, osmose reversa, filtração, adsorção utilizando carvão ativado, 

tratamento eletroquímico e recuperação por evaporação (VOLESKY, 1994; 

BARROS, 2006). 

Entretanto, estas técnicas são caras, podendo não ser viáveis em alguns 

casos, e suas propriedades de ligação a elementos-traço não são específicas 

(PRICE et al., 2001). Além disso, métodos como precipitação química e osmose 

reversa para a remoção de elementos-traço presentes em pequenas concentrações 

(abaixo de 100 mg L-1) resultam em incompleta remoção de elementos-traço, 

gasto excessivo de reagentes e energia, além de produzir grande quantidade de 

lodo tóxico devido ao acúmulo de elementos-traço (BRIERLEY et al., 1986; 

KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995). 

Estas são as razões da busca constante de processos alternativos de 

tratamentos, como os que utilizam biossorção ou bioacumulação (VOLESKY, 

1994). Segundo Bumbac et al. (2010), o processo de biossorção utiliza 

biomateriais, tais como bactérias, fungos, leveduras e algas, para o tratamento de 

efluentes contaminados com elementos-traço. Este método alternativo de 

tratamento possui um bom custo-benefício para o tratamento de grandes 

volumes de efluentes contaminados com baixas concentrações de elementos-

traço (na ordem de 1 a 100 mg L-1).  

Segundo Calfa e Torem (2007), as vantagens de se utilizarem 

biossorventes em vez de sorventes convencionais estão notadamente na relação 

custo-benefício inerente a essa tecnologia contemporânea. Algas, bactérias, 

fungos e materiais biológicos em geral (casca de coco, madeira, turfa, etc.) têm 

revelado avidez na captura de íons metálicos em ambientes aquosos e sua 

ubiquidade diminui o custo total de sistemas de tratamento. 
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Dentre estes materiais adsorventes, um dos mais utilizados é o uso das 

propriedades de adsorção química e física de microrganismos para o tratamento 

de águas residuárias, que possibilitam a remoção de material orgânico e 

inorgânico presente nesses efluentes  (MATOS et al., 2003 ). A sorção de 

elementos-traço por microrganismos tem despertado a atenção de pesquisadores 

pela capacidade superior da biomassa microbiana, em comparação com outros 

adsorventes inorgânicos e orgânicos (KUREK; CZOBAN; BOLLAG, 1982). 

O processo de sorção pode ser definido como sendo a acumulação de 

íons ou moléculas sobre uma superfície adsorvente, devido à ação de fenômenos 

de adsorção físicos e químicos em que as moléculas de um soluto são atraídas 

para sítios vagos na superfície de um substrato, fixando-se nestes locais em 

virtude da ação de forças físicas ou de ligações químicas (VALDMAN; LEITE, 

2000).  

A adsorção física é relativamente não específica, haja vista ocorrer 

devido à ação de pequenas forças intermoleculares (por exemplo, interação de 

dispersão, interação dipolo-dipolo) entre as moléculas. Logo, a molécula do 

adsorvato não está presa à superfície do adsorvente, podendo se mover pelo 

material fixador, sendo, geralmente, uma interação reversível (ATKINS, 1999). 

A adsorção química é o resultado da formação de ligações químicas, nas 

quais o adsorvato forma uma camada sobre a superfície do adsorvente, fazendo 

com que as moléculas não estejam livres para deslocar-se. Quando a superfície é 

coberta por uma capa monomolecular de adsorvato, a capacidade do adsorvente 

é essencialmente eficiente (VALDMAN; LEITE, 2000).  

Para a avaliação do processo de sorção, podem-se utilizar sistemas de 

reatores com pequenos volumes e altas concentrações de substratos orgânicos 

presente em seu interior, podendo ser constituídos por matéria orgânica viva ou 

matéria orgânica morta (BARROS, 2006). 
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2.3.1 Biofiltros e material suporte 

 

Os processos físico-químicos de tratamento possuem custos 

relativamente mais elevados que os biológicos, que têm a vantagem de exercer 

menor efeito adverso sobre o meio ambiente (KAUFFMAN; PETERSEN; 

BJERRUM, 1999; METCALF & EDDY INC, 1991). Dessa forma, dentre os 

diversos tipos de reatores biológicos, os reatores com fungos representam uma 

alternativa para o tratamento de efluentes que possuem compostos recalcitrantes, 

como fenol e elementos-traço. 

O uso de meios suporte em biofiltros para o crescimento fúngico otimiza 

o tratamento de efluentes contaminados por elementos-traço, uma vez que o uso 

da biomassa imobilizada facilita sua separação do meio aquoso, para a posterior 

recuperação dos elementos adsorvidos (TSEZOS; DEUTSCHMANN, 1990). 

Os microrganismos podem crescer nos biofiltros livres e suspensos na 

solução, ou formando um biofilme em meios suportes. Microrganismos aderidos 

a substratos porosos são utilizados no processo de biofiltração para degradar ou 

adsorver compostos poluentes presentes em águas residuárias. Os meios suportes 

consistem de substâncias inertes, que possibilitam que os microrganismos 

cresçam aderidos a uma superfície. A eficiência do biofiltro está diretamente 

relacionada às propriedades e às características do meio suporte, como sua 

porosidade, grau de compactação, capacidade de aderência à biomassa 

microbiana, controle do  pH,  temperatura,  umidade e conteúdo nutricional 

presentes em seu interior (SRIVASTAVA; MAJUNDER, 2008).  

 Segundo Huang, Huang e Morehart (1990), as células fungicas podem 

ser imobilizadas em areia e em muitos outros meios suporte para seu 

crescimento. A biomassa fungica morta imobilizada em fibras têxteis, 

poliacrilamida, alginato e compostos inorgânicos tem sido muito utilizada para a 

remoção de elementos-traço de soluções (TOBIN; L’HOMME; ROUX, 1993). 



28 

 

A imobilização de materiais biossorventes tam se mostrado mais 

conveniente em aplicações práticas devido à sua resistência mecânica, à 

capacidade antidegradativa, à morfologia  e à estabilidade química, bem como à 

capacidade de regeneração (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1998; CABUK et 

al., 2006). Diferentes tipos de materiais suporte, como alginato (PRAKASHAM 

et al., 1999), álcool polivinílico Ca-alginato (PVA), de poliacrilamida, poli-

isopreno, polisulfona (BAI; ABRAHAM, 2003), sílica gel (CABUK et al., 2006) 

e sepiolite (BAG; LALE; TÜRKER, 1998), têm sido utilizados para a 

imobilização de células biológicas. 

Além de pesquisas em escala de bancada, há evidências de sistemas 

comerciais de biossorção por meio de imobilização de biomassa que estão 

disponíveis no mercado. Wase e Forster (1997) citaram alguns sistemas 

baseados em algas. A companhia Bio-recovery Systems Inc. produz o 

biossorvente AlgaSORBTM, que é baseado em Chlorella imobilizada em géis 

de sílica ou poliacrilamida. Outro exemplo de biossorvente desenvolvido para 

sistemas industriais é chamado de Bio-fix, criado no antigo U.S. Bureau of 

Mines. Trata-se de um biossorvente granulado composto por uma variedade de 

biomassas, incluindo algas imobilizadas em esferas de polipropileno. Esse 

biorreagente pode ser empregado na remoção de metais alcalino-terrosos e tem 

sido utilizado no tratamento de drenagem ácida de minas (CALFA; TOREM, 

2007).  

A importância do uso de biorreatores é evidente devido ao baixo custo 

de sistemas à base de biomassas e à alta eficiência dos biorreagentes para 

capturarem elementos-traço em baixas concentrações de soluções aquosas 

(WASE; FORSTER, 1997). 
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2.4 Elementos-traço e microrganismos 

 

Muitos elementos-traço são essenciais ao metabolismo microbiano (ex. 

Cu e Zn), enquanto outros não apresentam função metabólica. Entretanto, todos 

estes elementos tornam-se tóxicos acima de uma concentração mínima, embora 

os efeitos sejam dependentes da especificidade do microrganismo em mediar um 

processo em particular (MELO; AZEVEDO, 2008). 

Os microrganismos desempenham um importante papel na área 

ambiental, com relação ao destino de elementos-traço, que são transformados em 

formas solúveis e insolúveis por vários mecanismos biológicos. Estes 

mecanismos fazem parte dos ciclos biogeoquímicos naturais e potencialmente 

úteis tanto para o tratamento in situ e ex situ de biorremediação de resíduos 

sólidos e resíduos líquidos (GADD, 2000). 

Apesar de se prever que alguns elementos-traço são necessários para o 

crescimento fúngico, os níveis exigidos são muito pequenos (VALIX;  TANG; 

MALIKM, 2001). Assim, quando as concentrações de elementos-traço no 

ambiente estão excessivamente elevadas, eles são tóxicos à maioria dos 

microrganismos, devido à sua natureza fortemente iônica, que os torna capazes 

de se ligar a muitos constituintes celulares, deslocando, assim, alguns elementos-

traço essenciais à célula microbiana de seus sítios de ligação. Podem romper 

proteínas por meio da ligação aos grupos sulfidril e ácidos nucleicos, aos grupos 

hidroxil e fosfato (MELO; AZEVEDO, 2008).  

Os elemento-traço, em pequenas concentrações, podem promover 

alterações morfológicas na célula microbiana, podendo torná-la inviável. Em 

concentrações relativamente elevadas dos mesmos, atuam como um agente 

antimicrobiano, induzindo a desnaturação de proteínas e ácidos nucleicos 

(AVAKYAN, 1994). Apesar das ações naturais destes elementos sobre o 

metabolismo dos microrganismos, estes últimos demonstram uma capacidade de 
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sobreviver por meio da adaptação e mutação sob várias condições, incluindo 

altas concentrações de elementos-traço (VALIX;  LOON, 2003).   

De acordo com Kunito et al. (1999), a contaminação do solo por 

elementos-traço pode levar a um distúrbio no sistema solo, uma vez que a 

população microbiana sensível tende a diminuir, enquanto a população resistente 

tende a aumentar. A adaptação microbiana é um importante mecanismo de 

resposta à presença de contaminantes no solo e pode resultar no aumento na 

atividade da microbiota resistente. A pressão seletiva de ambientes contendo 

estes elementos tem levado ao desenvolvimento desta resistência para todos os 

elementos-traço tóxicos (ROUCH; LEE; MORBY, 1995). 

Sítios contaminados representam nichos ecológicos nos quais uma 

poluição histórica pode resultar em uma incomum biodiversidade microbiana 

(LEMOS et al., 2008). Esses nichos, caminhos e redes metabólicas foram 

desenvolvidos como respostas às condições adversas, as quais podem vir a 

representar uma solução de descontaminação para as áreas poluídas 

(SPROCATI et al., 2006). Assim, uma grande variedade de fungos, bactérias e 

algas está sendo estudada para possíveis aplicações como biossorventes de 

elementos-traço na remediação ambiental  (AHLUWALIA; GOYAL, 2007). 

Segundo Magyarosy et al. (2002), a  elevada superfície em relação ao 

volume presente na célula microbiana e sua capacidade de desintoxicar 

ambientes contaminados com elementos-traço estão entre as razões que fazem 

com que estes organismos sejam considerados como potenciais alternativas às 

resinas sintéticas na remoção de elementos-traço de efluentes e resíduos sólidos.  

De acordo com Kamizomo et al. (1989), as células microbianas têm 

potencial para tolerar ambientes contaminados com elementos-traço, com o 

efluxo do excesso de elementos-traço para o exterior celular, a mobilização e a 

imobilização dos mesmos.  
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A mobilização dos metais é a passagem de um estado insolúvel inicial 

(metais na forma de sulfetos ou óxidos metálicos, por exemplo), correspondente 

a uma fase sólida, para um estado solúvel final em fase aquosa (PÉREZ, 2006). 

Os mecanismos empregados pelos microrganismos podem mobilizar por meio 

da quelação por metabólitos e sideróforos microbianos e pela metilação, que 

pode resultar em volatilização. Esses processos podem levar a uma dissolução 

parcial ou completa de componentes metálicos e minerais insolúveis (GADD, 

2004). 

 A imobilização é a passagem de um estado solúvel inicial em fase 

aquosa para um insolúvel final em fase sólida (PÉREZ, 2006). Segundo Lemos 

et al. (2008), inúmeros são os processos que levam à imobilização dos metais: 

biossorção, bioacumulação e a associação com peptídeos ligantes de metais. 

De acordo com Gadd (2004), quando as espécies catiônicas são 

absorvidas por meio do sistema de transporte de elétrons da membrana, podem 

ser ligadas, precipitadas, ou acumuladas dentro de estruturas ou organelas 

celulares, dependendo do elemento e do micro-organismo. 

Estes processos podem ser utilizados pelo homem para a remoção de 

elementos-traço de ambientes contaminados. 

 

2.4.1 Biossorção 

 

A biossorção é uma ligação metabolismo independente, entre grupos de 

biopolímeros carregados negativamente que formam a parede celular fúngica a 

cátions metálicos, que se dá por meio de interações fisico-químicas entre o metal 

e exopolissacarídeos ou outros materiais associados à parede celular (GADD, 

1992; ERRASQUIN; VAZQUEZ, 2003). Dessa forma, a capacidade de 

“adsorver” elementos-traço vai depender diretamente das características do 

revestimento celular de cada espécie (MELO; AZEVEDO, 2008). 
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A parede celular consiste em uma estrutura estratificada composta de 

microfibrilas de quitina, as quais estão embebidas em uma matriz de pequenos 

polissacarídeos, proteínas, sais inorgânicos e pigmentos. As proporções dos 

componentes da parede celular variam grandemente de fungo para fungo. A 

quitina é um polímero de N-acetil-D-glicosamina (NAG). Os principais 

polissacarídeos da matriz da parede celular consistem de glicanos não-

celulósicos, tais como compostos glicogenoides, mananos (polímeros de 

manose), quitosana (polímeros de glicosamina) e galactanos (polímeros de 

galactose) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000). 

Esta estrutura é considerada um complexo trocador de íons. A 

capacidade de troca iônica depende da presença de grupos funcionais e da 

estrutura espacial da parede celular. Dentre os principais grupos funcionais 

responsáveis por mecanismos de captação de elementos-traço, estão a carboxila, 

o grupo amino, o sulfato e o fosfato, que são responsáveis pela captação de 

cátions metálicos, por atração eletrostática ou por formação de ligações químicas 

(APARICIO, 2000; VEGLIÓ et al., 1997). 

Segundo Kapoor e Viraraghavan (1997), no processo de biossorção, 

diversos mecanismos químicos podem estar envolvidos, como adsorção, troca 

iônica e ligação covalente dos elementos-traço a sítios específicos presentes na 

parede celular fúngica. O processo de biossorção é influenciado pela 

concentração inicial do elemento-traço, tempo de contato com o mesmo, a 

quantidade de biomassa, a temperatura e o pH do meio (YAN;  

VIRARAGHAVAN, 2003). 

 Segundo Melo e Azevedo (2008), a quantidade de elementos-traço 

ligados à superfície celular é muito superior àquela prevista pela estequiometria 

de ligação com os sítios reativos da superfície. Isso pode ser constatado por meio 

de estudos de microscopia eletrônica, nos quais, em um primeiro estágio, 

somente a quantidade estequiometria do elemento-traço se liga aos sítios ativos 
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da parede celular. Após esta ligação estequiométrica, os íons metálicos atuam 

como sítios de nucleação para a deposição de mais íons metálicos, 

determinando, assim, o aparecimento de agregados de elementos-traço 

chamados “cristaloides”. 

Segundo Gomes, Mendonça-Hagler e Savvaidis (1998), a biossorção é 

um processo passivo, rápido, reversível e independente de energia metabólica, 

realizado tanto por biomassa viva quanto por biomassa morta, no qual atuam 

forças físico-químicas que promovem a atração e a ligação do íon metálico, 

molécula ou material particulado à biomassa. 

Tsezos e Deutschmonn (1996) destacaram três classes de biopolímeros 

microbianos que servem de sítios para a captação de elementos-traço: proteínas, 

ácidos nucleicos e polissacarídeos. Tais componentes possuem, em sua estrutura, 

as espécies químicas amina, carboxila, hidroxila, fosfato, sulfato e outros que 

podem se ligar aos íons metálicos. Segundo Muzzarelli (1977), o grupamento 

amino presente na quitina e na quitosana presentes na parede celular fúngica 

possui importante papel na ligação aos elementos-traço. 

É importante enfatizar que a biossorção de elementos-traço em 

diferentes espécies fúngicas envolvem diferentes grupos funcionais. 

Muraleedharam  et al. (1994) demonstraram que o Ca+2 e o H+ são liberados no 

meio quando o fungo Ganoderma lucidium adsorve Cu, mostrando, assim, que, 

neste caso, a troca iônica é o principal mecanimo de remoção. 

 

2.4.2 Bioacumulação 

 

Na bioacumulação ocorre transporte de íons de elementos traços por 

meio da membrana celular e sua acumulação intracelular. De acordo com 

Collins e Stotzky (1992), na maior parte dos casos, a bioacumulação de 
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elementos-traço por microrganismos se deve, primeiramente, a fenômenos de 

superfície (adsorção).  

Segundo Rossi (1990), para que este processo ocorra, depende de 

sistemas específicos de transporte e do grau de tolerância da célula ao elemento. 

Tais elementos atingem o interior celular, através do sistema de transporte de 

nutrientes, os quais são essenciais ao metabolismo microbiano. Brierley et al. 

(1985) demonstraram que a acumulação intracelular em bactérias de Mn+2, Ni+2, 

Co+2 e Zn+2 ocorre pelo sistema de transporte de K+. 

Este processo de remoção é dependente de energia fornecida pelo 

metabolismo, ocorrendo somente em células vivas. A remoção de elementos-

traço por este mecanismo é, geralmente, mais lenta que o mecanismo de 

adsorção físico-químico. Provavelmente, os elementos-traço são transportados 

para o interior celular através dos sistemas de transporte de metais essenciais 

para o desenvolvimento microbiano, ligando-se a organelas e a proteínas 

intracelulares (GADD, 1990) ou compartimentalizadas em vacúolos 

(VOLESKY; MAY; HOLAN, 1993).  

Entretanto, deve ser destacado que a bioacumulação de elementos-traço 

é, em geral, muito menor do que a atingida pela biossorção. No caso da 

bioacumulação, o nível de elementos-traço acumulados situam-se em uma faixa 

de 0,5% a 2% do peso seco celular (MELO; AZEVEDO, 2008). Já no processo 

de biossorção, estima-se que a quantidade de elementos-traço adsorvida equivale 

a cerca de 10% a 15% do peso seco (STRANDBERG; SHUMATE; PARROT, 

1981). Em outro estudo promovido por Murray e Kidby (1975), foi demonstrado 

que células de leveduras podem adsorver uma quantidade de elementos-traço em 

uma quantidade equivalente ao próprio peso celular. 

Sabe-se que fungos filamentosos e leveduras têm a capacidade de 

acumular micronutrientes, tais como Cu, Zn, Co, Cr e Mn e metais que não 

fazem parte da sua dieta nutricional, como U, Ni, Cd, Sn e Hg, em quantidades 
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maiores do que as necessárias ao requerimento nutricional (LEMOS et al., 

2008). 

Segundo Malik (2004), somente o processo de biossorção não é 

suficiente para uma efetiva remoção dos elementos-traço dos efluentes, assim 

ocorrendo concomitantemente aos processos de bioacumulação, desenvolvidos 

apenas quando as células estão metabolicamente ativas.                    

Assim, a aplicabilidade de células metabolicamente ativas de fungos 

tolerantes a elementos-traço fornece um alto potencial biotecnológico para o 

tratamento de efluentes contaminados. 

A utilização de células metabolicamente ativas e em crescimento deve 

ser uma melhor escolha para a remoção de elementos-traço de efluentes 

contaminados, por causa da sua capacidade de reposição e de absorção 

metabólica dos elementos  após a adsorção física. Entretanto, a absorção dos 

elementos é limitada porque as células vivas estão sujeitas à influência de pH 

extremos, à toxicidade de altas concentrações de elementos-traço e de uma 

mistura desses elementos, que são fatores comumente encontrados em efluentes 

agroindustriais (MALIK, 2004). 

Os mecanismos de acumulação e adsorção variam de acordo com a 

espécie microbiana ou, até mesmo, com a cepa estudada. Fatores físicos e 

químicos, como pH, temperatura, ausência ou presença de nutrientes e outros 

elementos-traço também influenciam no processo de captação do metal e, 

consequentemente, na eficiência e na seletividade da acumulação (GADD, 

1990). 

 

2.4.3 Utilização de metabólitos excretados 

 

A utilização de metabólitos excretados por microrganismos também é 

uma estratégia para a remoção de elementos-traço do meio. Esses produtos 



36 

 

incluem metabólitos como o sulfeto ou o ácido oxálico e uma variedade de 

materiais extracelulares, tais como polissacarídeos e melaninas. Fungos e 

leveduras podem também produzir proteínas e polipeptídeos, como as 

metalotioneínas e os 7-glutamil peptídeos, em resposta à presença de certos 

níveis de elementos-traço presentes no ambiente. Alguns destes produtos são 

elemento-traço específicos e podem vincular uma quantidade substancial do 

conteúdo intracelular dos elementos cobre ou Cd, conferindo, assim, resistência 

da célula a esses elementos-traço (GADD; WHITE, 1993).  

Uma série de compostos ligantes a elementos-traço, específicos e não 

específicos é produzida por microrganismos. Dentre os compostos não-

específicos destacam-se os ácidos orgânicos simples, alcoóis e macromoléculas, 

polissacarídeos, ácidos húmico e fúlvico (SAYER; GADD, 2001).  

Os micro-organismos em geral produzem e excretam compostos 

orgânicos e inorgânicos que podem complexar com elementos-traço, ocorrendo, 

assim, a imobilização do metal (HATCH; MENAWAT, 1978). Segundo Gadd 

(1999), a produção de ácido cítrico e oxálico por fungos também tem importante 

papel na remoção de elementos-traço do ambiente.   

Outro exemplo, a quelação intracelular por proteínas metalotioneínas 

(PRESTA; STILLMAN, 1997) ou peptídeos 7-glutamil, é um dos mecanismo de 

resistência a Cu+2  presente em Saccharomyces cerevisiae (GADD; WHITE, 

1989). Segundo estes autores, metalotioneína (MT) é conhecida como uma 

proteína, que tem uma função de desintoxicação de elementos-traço. 

 

2.4.4  Uso de fungos na remoção de elementos-traço do ambiente 

 

Segundo Leitão (2009), existem diversas vantagens no uso de fungos em 

detrimento de outros microrganismos na remoção de elementos-traço do 

ambiente. São mais versáteis em relação à amplitude de substratos que podem 
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usar. As características morfológicas e de crescimento dos fungos são 

responsáveis pela rápida colonização de substratos. Também têm a vantagem de 

serem relativamente fáceis de cultivar, sendo, assim, ideais para a produção em 

larga escala. Outra vantagem é a facilidade de separação da biomassa fúngica 

por filtração, devido à sua estrutura filamentosa. Em comparação com  leveduras 

e bactérias, fungos filamentosos são menos sensíveis a variações de nutrientes, 

aeração, temperatura e pH. 

O uso de fungos na remoção de elementos-traço tem recebido 

considerável atenção, devido à sua grande capacidade de fixação dos mesmos, 

podendo ser usados em processos de tratamento de efluentes que podem superar 

os métodos tradicionais (DUDDRIDGE; WAINWRIGHT, 1980). 

 Segundo Gadd (1990), o uso de fungos como agentes biossorventes de 

elementos-traço tem aumentado significativamente, devido à presença de 

quitina, quitosana, glucana, manana e proteínas em sua parede celular, que 

exercem importante função na ligação com este poluente. 

 Os fungos desempenham papel importante na remoção de elementos-

traço por meio de sua capacidade de adsorver tais elementos à parede celular, 

formando um complexo de metal de quitina (ZHOU et al., 2005), da produção 

de metalotioneínas (JAECKEL et al., 2005) e oxalatos,  e acumulação 

extracelular no micélio (TABOSKI; PIO; RKO, 2005). 

A parede celular fúngica é composta principalmente de polissacarídeos, 

alguns dos quais podem estar associados a proteínas, ou outros componentes, 

como  lipídeos e melaninas (GADD, 1993). Estas biomoléculas possuem vários 

grupos funcionais (como amino, carboxila, sulfydryl, tiol e grupos fosfato) que 

desempenham um importante papel na sorção de elemntos-traço 

(SRIVASTAVA; THAKUR, 2006).   

Segundo Strandberg et  al. (1981), as paredes celulares de fungos podem 

atuar como um trocador de cátions, devido à sua carga negativa proveniente da 
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presença de diferentes grupos funcionais, como, por exemplo, carboxílico, 

amina, fosfato ou sulfidrila, em diferentes componentes da parede 

(hemicelulose, pectina, lignina, etc.). Esta estrutura é rica em polissacarídeos e 

glicoproteínas, como glucanos, quitina, mananas e fosfo-mananas. Estes 

polímeros atuam como possíveis ligantes a elementos-traço. A estrutura da 

parede celular fúngica apresenta 90% de sua massa seca, consistindo de 

polissacarídeos aminados ou não-aminados ou amino (FARKAS, 1980). 

 Alguns fungos dos gêneros Aspergillus e Penicillium exibem a 

propriedade de remover elementos traços do meio ambiente, pois apresentam 

maior resistência para elementos-traço tóxicos, o que proporciona o seu 

desenvolvimento em meios com altas concentrações destes elementos 

(BLUMER, 2002). 

Fungos dos gêneros Mucorales e Rhizopus, e das espécies Aspergillus 

niger e Fusarium flocciferum, têm sido descritos como ótimo biossorventes de 

elementos-traço (AKTHAR; SATRY; MOHAN, 1996; DELGADO; 

ANSELMO, NOVAES, 1998). De acordo com Kurek, Czoban e Bollag (1982), 

a biomassa dos fungos dos gêneros Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Mucor, 

Saccaromyces e Trichoderma são capazes de remover elementos traços de 

soluções aquosas. 

Muitas espécies de fungos, como Rhizopus arrhizus, Penicillium  

spinulum e Aspergillus niger, têm sido extensivamente estudadas na biossorção 

de elementos-traço, sendo que a quantidade de remoção varia por espécie 

(ZHOU; KI , 1991; HAFEZ; ABDEL-RAZEK; HAFEZ, 1997;. KAPOOR; 

VIRARAGHAVAN, 1997). Segundo Wainwright et al. (1986), biomassa de 

Aspergillus niger é capaz de remover quantidades significativas de Pb, Cu e 

sulfetos de Zn, por meio do processo de adsorção.  

Segundo Leitão (2009), o uso de espécies do gênero Penicillium 

apresenta vantagens em relação a outras espécies fúngicas, devido à sua grande 
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habilidade de crescer em ambientes salinos e hipersalinos, como a maioria dos 

efluentes agroindustriais, incluindo a água residuária do café.  

No trabalho de Lemos et al. (2008) está sintetizado o resultado de alguns 

trabalhos de maior sucesso com o emprego de fungos filamentosos na remoção 

de elementos-traço (Tabela 4). 

 

Tabela 4 Remoção de elementos-traço por fungos filamentosos 

Fungo Elementos-traço Referência 

Aspergillus Níger Au, Ag, Cd, Cu, U e Zn 

Kuyucak e Volesky, 1988; Gee 
e Dudeney, 1988; Townsley et 
al., 1986; Mullen et al., 1992 e 
Price et al., 2001. 

Penicillium digitatum Cd, Ni, Pb e Zn Galun et al., 1987 

Penicillium 
chrysogenum Cd, Cr, Cu, Pb e Zn 

Volesky e Holan  1995; Niu et 
al., 1993; e Holan e Volesky, 
1994 

Penicillium spinulosum Au, Cd, Cu, Mn, Zn Townsley et al., 1986 e Ross e 
Townsley, 1986. 

 

Outro aspecto que torna atrativo o uso de microrganismos no tratamento 

de efluentes contaminados com elementos-traço é o aproveitamento dos 

microrganismos excedentes gerados pela indústria de fermentação nos processos 

de remoção de elementos-traço de efluentes contaminados. O reaproveitamento 

da biomassa reduz o custo da obtenção dos biossorventes, tornando este 

processo economicamente viável (SINGLENTON; SIMMONS, 1996).  

Kapoor, Viraraghavan e Cullimore (1999) também concluíram que a 

biomassa fúngica pode ser facilmente produzida, com baixos custos e em 

quantidades substanciais, como um subproduto dos processos industriais em 

larga escala para a biossorção de elementos-traço. A conversão de resíduos de 

biomassa em biossorventes de elementos-traço pode diminuir os problemas 

ambientais gerados por tais elementos e, ao mesmo tempo, reduzir o custo da 

disposição do resíduo de biomassa produzida. 
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2.4.5 Influência do pH e de uma combinação de elementos-traço, em sua 

remoção 

 

 

O pH altera a solubilidade dos elementos-traço, além de afetar a 

atividade dos grupos funcionais presentes na parede celular, que são sítios de 

ligação a estes elementos (SANNASI et al., 2006). 

Segundo Tsekova, Todorova e Ganeva (2006), o pH é um dos principais 

fatores que interferem na eficiência de remoção dos diferentes elementos-traço. 

Variações no pH podem provocar alterações nos componentes presentes na 

parede celular fúngica responsáveis pela adsorção aos elementos-traço e, 

consequentemente, alterar a remoção dos mesmos do ambiente. 

Para alguns microrganismos, a elevação do pH favorece a remoção de 

metais, como o Cu e o Zn, por exemplo. No entanto, o emprego de valores de 

pH acima de 5 promove  a precipitação do cátion, inviabilizando a sua remoção 

(LEMOS et al., 2008). 

Segundo Chang, Law e Chang (1997), em baixos valores de pH ocorre 

menor remoção de elementos-traço, devido à competição de prótons (H +) e 

cátions metálicos por sítios não-específicos presentes na parece celular, 

resultando em um aumento de sítios protonados. Esse fato gera um ambiente 

carregado positivamente, resultando em uma redução da ligação de cátions e, 

consequentemente, da captação de elementos-traço pela biomassa fúngica.  

A presença de elementos-traço em combinação pode ter maior efeito 

sobre os parâmetros microbiológicos e atividades enzimáticas do que elementos-

traço isolados e em altas concentrações (RENELLA et al., 2003). 

A interação simultânea entre vários elementos-traço e os 

microrganismos pode resultar em efeitos sinérgicos, antagônicos, ou aditivos. 

Estes mecanismos de interação podem ser particularmente únicos e complexos, 
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dependendo das linhagens microbianas. Os efeitos de elementos-traço 

combinados no microrganismo (por exemplo, estimulação do crescimento ou 

toxicidade) são diferentes destes mesmos efeitos quando esses elementos estão 

sozinhos no meio (GIKAS, 2008).  

A presença de outros cátions na solução pode interferir bloqueando 

alguns sítios de ligação a elementos-traço presentes na parede celular. Ambos, 

bioacumulação e biossorção de cátions, como Cu 2 +, Cd +2, Zn 2 +, Mn 2 + e Co +, 

são reduzidos em pH baixo. A presença de elementos-traço tóxicos no meio de 

crescimento pode alterar a composição da parede celular, podendo resultar na 

produção de melaninas, aumentando, assim, a  capacidade de ligação a 

elementos-traço (GADD et al., 1995). 

O tratamento de efluentes contaminados com elementos-traço por 

fungos, em escala industrial, necessita que os mesmos sejam imobilizados em 

uma matriz sólida, pois o pequeno tamanho das partículas e sua baixa densidade 

dificultam a separação da biomassa e do efluente tratado. Assim, o uso de 

biomassa imobilizada em biofiltros facilita a sua separação da solução aquosa e 

sua manipulação (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1998). 
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CAPÍTULO 2 

  
Tolerância e remoção de elementos-traço por fungos filamentosos isolados 

de regiões contaminadas e não contaminadas 

 
RESUMO 

 
O descascamento/despolpamento e a desmucilagem dos grãos de café 

geram um grande volume de água residuária, composta de uma série de 
elementos-traço que, se dispostos sem o devido tratamento no ambiente, podem 
causar uma série de prejuízos à saúde humana. O uso de fungos no tratamento de 
efluentes contaminados tem se apresentado como uma alternativa viável aos 
métodos de tratamento convencionais, uma vez que estes não são eficazes para o 
tratamento de efluentes contaminados com baixas concentrações de elementos-
traço, como é o caso da água residuária do café. O presente estudo foi realizado 
com o objetivo de avaliar a tolerância e a capacidade de remoção dos elementos-
traço predominantes na água residuária do café (ARC), Cu, Mn e Zn, utilizando 
uma solução sintética com as concentrações destes elementos encontradas na 
ARC por espectofotometria de absorção atômica (0,5, 1 e 5mg/L), pelos fungos 
Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regiões contaminadas 
e não contaminadas em escala laboratorial. Também foi feita a avaliação da 
capacidade de remoção dos elementos em biofiltros aeróbios por Aspergillus 
brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regiões contaminadas. Foi feita 
análise de microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raios-X para 
a avaliação do processo de adsorção dos elementos à parede celular fúngica. 
Conforme o esperado, as linhagens isoladas de regiões contaminadas se 
mostraram mais tolerantes aos elementos estudados em relação às linhagens 
isoladas de regiões não contaminadas. Com relação ao teste de remoção em 
escala laboratorial, as linhagens dos fungos em estudo responderam 
diferentemente aos elementos testados (independente de sua origem). Nos testes 
realizados em biofiltros, o fungo Penicillium citrinum apresentou maior 
capacidade de remoção dos elementos que o fungo Aspergillus brasiliensis. Por 
meio de microanálise de raios-X, foi observada a presença da maioria dos 
elementos testados aderidos à parede celular fúngica, indicando que o 
mecanismo de adsorção está envolvido na remoção dos elementos das soluções. 
Todos os fungos estudados apresentaram capacidade de remoção dos elementos 
Cu, Mn e Zn de solução, apresentando-se, assim, com uma alternativa aos 
tradicionais tratamentos de efluentes. 
 
Palavras-chave: Tolerância. Remoção. Metais pesados. Fungos. 
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ABSTRACT 

 
Tolerance and removal of trace elements by filamentous fungi 

isolated from contaminated and uncontaminated regions 
 

 The peeling/pulping and the demucilaging of the coffee beans generate a 
large volume of wastewater, composed of aa series trace elements that, if 
disposed without the due treatment in the environment, can cause a range of 
damage to human health. The use of fungi in the treatment of polluted efluentes 
has presented as a viable alternative to the conventional treatment methods, 
because such methods are not effective for the treatment of efluentes polluted 
with low trace element concentrations, as is the case of the coffee wastewater. 
The present study was conducted with the objective of evaluating the tolerance 
and the removal capacity of the predominant trace elements in the coffee 
wastewater (CW), Cu, Mn and Zn, using a synthetic solution with the 
concentrations of these elements found in CW by atomic absorption 
spectrophotometry (0.5, 1 and 5mg/L), by the fungi Aspergillus brasiliensis and 
Penicillium citrinum isolated from polluted and non-polluted areas on a 
laboratorial scale. The evaluation of the removal capacity of the elements in 
aerobic biofilters was also conducted for Aspergillus brasiliensis and 
Penicillium citrinum isolated from polluted areas. Scanning electronic 
microscopy analysis with X-ray microanalysis for the evaluation of the 
adsorption process of the elements to the fungal cellular wall was also carried 
out. As expected, the strains isolated from polluted areas they showed more 
tolerant to the elements studied in relation to the strains isolated from non-
polluted areas. Regarding the removal test on a laboratorial scale, the strains of 
the fungi in study respond differently to the tested elements (independent of their 
origin). In the tests conducted in biofilters, the fungi Penicillium citrinum 
presented a higher removal capacity of the elements than the Aspergillus 
brasiliensis fungi. Through X-ray microanalysis, the presence of most of the 
tested elements adhered to the fungal cellular wall was observed, indicating that 
the adsorption mechanism is involved in the removal of the elements from the 
solutions. All of the studied fungi presented removal capacity of the elements 
Cu, Mn and Zn from the solution, presenting an alternative to traditional 
wastewater treatment. 
 
Keywords: Tolerance. Removal. Heavy metal. Fungi. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A contaminação de ambientes com elementos-traço tem se tornado um 

grave problema mundial. Tais elementos são encontrados em solos e efluentes 

frequentemente acima das concentrações permitidas pelos órgãos de fiscalização 

(LODEIRO, 2006). Sua disposição no ambiente, sem um tratamento adequado, 

tem ocasionado diversos problemas ambientais devido à sua alta toxicidade, 

recalcitrância e potencial bioacumulativo. 

No descascamento/despolpamento e desmucilagem dos grãos de café, 

são gerados em torno de 3 a 5 L de água residuária para cada litro de frutos 

processado (MATOS, 2003). Assim, grandes volumes de resíduos líquidos, ricos 

em material orgânico e inorgânico são produzidos durante o processamento de 

café, dentre eles uma série de elementos-traço (também denominados, metais 

pesados) que, segundo Kiekens e Cottenie (1985), são provenientes do uso de 

fertilizantes, corretivos e defensivos que se acumulam nos frutos. 

Quando os resíduos líquidos são dispostos sem tratamento no ambiente, 

podem causar grandes problemas ambientais, devido à natureza bioacumulativa 

e tóxica dos elementos-traço (DAVIS; SHOKOUHIAN; NI, 2001). 

 Existem diversos tratamentos convencionais físico-químicos de 

efluentes contendo elementos-traço. Porém, quando as concentrações dos 

mesmos estão entre 1 a 100 mg.L-1, estes métodos podem apresentar 

desvantagens como a remoção incompleta de metais, a elevada necessidade de 

reagentes e energia, a geração de subprodutos tóxicos e custos elevados 

(KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995).  

Portanto, a busca de métodos alternativos de tratamento de efluentes 

contaminados por elementos-traço tem despertado grande interesse, 

principalmente o uso de alguns microrganismos que possuem a habilidade de 

remover elementos-traço do ambiente (SIMÕES; TAUK-TORNISIELO, 2005). 
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Tanto as células (parede celular e polissacarídeos) quanto os produtos excretados 

e os mecanismos de absorção dos elementos têm o potencial para removê-los de 

soluções que os contêm (NAKAGIMA; SAKAGUCHI, 1986).  

A biomassa fúngica tem recebido considerável atenção devido à sua 

grande capacidade de fixação a metais, pois podem acumular e adsorver os 

elementos-traço por processos físico-químicos e mecanismos biológicos que 

incluem ligação dos elementos com polímeros presentes na parede celular e com 

metabólitos liberados no ambiente pelo fungo, e acumulação destes elementos 

em seu interior celular (LEMOS et al., 2008; GADD, 1990). 

Segundo Valix, Tang e Malikm (2001), o uso de microrganismos 

isolados de ambientes contaminados na remoção de elementos-traço presentes 

em efluentes agroindustriais é uma alternativa promissora, uma vez que os 

microrganismos presentes nessas áreas provavelmente desenvolveram 

estratégias fisiológicas para sobreviverem em altas concentrações desses 

elementos. 

Assim, neste trabalho, busca-se comparar a tolerância e capacidade de 

remoção de elementos-traço de efluentes sintéticos, que simulem os elementos e 

as concentrações dos mesmos encontrados na água residuária do café, pelos 

fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regiões 

contaminadas e não contaminadas por elementos-traço, em escala laboratorial e 

em biofiltros aeróbios. 

 

  



59 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

2.1 Obtenção dos isolados e multiplicação dos inóculos 

  

Foram utilizadas as espécies fúngicas Aspergillus brasiliensis e 

Penicillium citrinum, ambas isoladas de solos da cidade de Três Marias, MG, 

contaminados por rejeitos de uma indústria de processamento de Zn. Conforme 

descrito por Lopes (2010), os fungos foram isolados no solo da região à 

profundidade de 0 a 20 cm. A área onde o fungo Aspergillus brasiliensis foi 

isolada é contaminada por Zn (6.680,3 mg dm-3), Cu (456,3 mg dm-3), Pb (77,3 

mg dm-3) e Cd (159,5 mg dm-3) e pH 6,9. A área onde o fungo Penicillium 

citrinum foi isolado é contaminada por Zn (2.866,5 mg dm-3), Cu (138,6 mg dm-

3), Pb (35,3 mg dm-3) e Cd (80,5 mg dm-3), e com pH 6,5. 

Os fungos foram caracterizados morfologicamente no Laboratório de 

Microbiologia do Departamento de Ciência dos Alimentos da Universidade 

Federal de Lavras (DCA/UFLA) e por técnicas moleculares, na Escola Superior 

de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ-Piracicaba). Estão sendo mantidos 

por meio de três métodos de conservação de culturas (repicagens periódicas, 

Castellani e em microtubos) no laboratório de microbiologia da Empresa de 

Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais (Epamig) e no laboratório de 

microbiologia do DCA/UFLA. Eles foram inseridos na coleção de culturas do 

laboratório da Epamig e receberam os seguintes números de referência: 

Penicillium citrinum 0086 e Aspergillus brasiliensis 0084. 

Foram utilizadas as mesmas espécies fúngicas citadas anteriormente, 

isoladas, porém, de regiões não contaminadas por elementos-traço, para a 

avaliação da influência de uma prévia exposição do fungo ao poluente, na 

remoção desses elementos. Estas espécies foram obtidas das seguintes coleções 

de culturas: Aspergillus brasiliensis (IBT 26433), do Center for Microbial 
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Biotec da Universidade técnica de Denmark (Holanda) e Penicillium citrinum 

(INCQS 40011 – isolado de milho moído), da coleção de culturas do laboratório 

do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS-FIOCRUZ 

RJ). Eles também foram inseridos na coleção de culturas do laboratório da 

Epamig  

 

2.2 Coleta de amostra de água residuária do café (ARC): qualificação e 

quantificação de elementos-traço 

 

Foi coletada uma amostra (200 mL) da água proveniente da lavagem dos 

frutos do café (ARC), do Centro de Processamento do Café (CEP-café), 

localizado na UFLA, para a avaliação do pH e dos elementos-traço presentes. A 

água foi filtrada em membrana de 0,45 µm e encaminhada para o Departamento 

de Ciências do Solo, para análise em espectrofotômetro de absorção atômica. 

Foi feita a avaliação da presença dos seguintes elementos-traço descritos na 

literatura por Gonçalves (2006), como presentes nas ARC: cobre (Cu), 

manganês (Mn) e zinco (Zn). 

. 

2.3 Teste de tolerância a elementos-traço  

 

Foi testada a tolerância dos fungos em estudo aos elementos-traço cobre, 

manganês e zinco, nas seguintes concentrações encontradas na ARC por 

espectofotometria de absorção atômica 0,5 mg/L, 1 mg/L e 5 mg/L de cada 

elemento.Todo experimento foi feito em triplicata. 

Os isolados foram repicados em placas de Petri contendo ágar malte 

(AM) acrescido de sulfato de cobre, sulfato de manganês ou sulfato de zinco 

separadamente, em três pontos equidistantes. Os isolados foram também 

inoculados em placas contendo ágar malte, sem adição de qualquer elemento-
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traço, utilizadas como controle. Todos os meios foram preparados com água 

Milli-Q (água deionizada purificada em um sistema Milli-Q, fornecido pela 

Millipore Corporation).  

Os meios foram ajustados para pH 5, utilizando-se uma solução de (1 

mol/L) de HCl. O pH do meio foi modificado para 5, pois, segundo Zafar, Aqil e 

Ahmad (2007), é neste pH que se obtém maior taxa de remoção de íons 

metálicos por biomassa microbiana. Além disso, segundo Gonçalves (2006), o 

pH encontrado nas ARC variam entre 4 e 5. 

Os fungos foram incubados a 25°C, por sete dias e o diâmetro das 

colônias foi medido para serem avaliados quanto à tolerância aos elementos- 

traço testados. Os isolados que apresentaram crescimento igual ou superior ao 

controle foram considerados tolerantes - adaptação de metodologia proposta por 

Bergsten et al. (2005).  

 

2.3.1 Análise estatística do teste de tolerância aos elementos-traço Cu, Mn e 

Zn 

 

Foi feita uma análise estatística dos resultados obtidos com o teste de 

tolerância. Para a realização das análises de variância (ANAVA), foi utilizado o 

software SISVAR. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado 

(DIC) em esquema fatorial, com 2 fatores para cada elemento-traço testado: 

fungo (1 - A. brasiliensis de região contaminada; 2 - P. citrinum de região 

contaminada; 3 - A. brasiliensis de região não contaminada; 4 - P. citrinum de 

região não contaminada) e concentração (0,5; 1 e 5), e um total de 3 repetições 

para cada tratamento. 
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2.4 Teste de remoção de elementos-traço em escala laboratorial 

 
Os fungos Penicillium citrinum e Aspergillus brasiliensis isolados de 

ambientes contaminados e não contaminados foram testados quanto à sua 

capacidade de remoção de elementos-traço, utilizando uma adaptação da 

metodologia de Dritsa e Rigas (2006) e Swamy e Ramsay (1999). 

Os isolados foram inoculados em placas de Petri contendo ágar malte e 

incubados a 25°C, por 7 dias. Após o crescimento micelial, foram retirados 

cinco discos de 0,5 cm de diâmetro (meio de cultura e biomassa fúngica) e 

transferidos para erlenmyers de 250 mL, contendo 130 mL de caldo extrato de 

malte 2% e de uma solução sintética dos elementos-traço predominantes na 

ARC Cu, Mn e Zn.  

A solução sintética tera composta de água Mili-Q e de uma mistura dos 

elementos-traço predominantes nas ARC Cu, Mn e Zn, nas concentrações 0,5 

mg/L, 1 mg/L e 5 mg/L. Para a realização deste teste foram utilizados os sais dos 

elementos em estudo, sulfato de cobre, sulfato de manganês e sulfato de zinco. 

Para atingir as concentrações desejadas de 0,5 mg/L, 1 mg/l e 5 mg/L, foram 

utilizados 75 µL, 150 µL, 750 µL da solução sintética, respectivamente. 

Foram utilizados como padrões (controle) erlenmeyers contendo a solução 

sintética de sais e o meio de cultura sem o inóculo e o meio de cultura com o 

inóculo, sem a solução de metais. Um erlenmeyer controle, contendo o meio de 

cultura com os elementos-traço sem o fungo, é muito importante para a distinção 

do que foi realmente removido por ação do fungo e do que foi removido devido 

a reações físicas, como a adsorção à parede dos erlenmeyers, ou de reações 

químicas, como a precipitação destes elementos (ROANE; PEPPER, 2000). 

Os erlenmyers foram incubados em shaker (100 rpm), a 25°C, por 10 

dias. A agitação de 100 rpm foi escolhida, pois, segundo Velmurugan et al. 

(2010), há uma  maior probabilidade do encontro dos elementos-traço aos sítios 
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ativos disponíveis na parede celular fúngica, nessa rotação. Em menores 

velocidades, ocorre a diminuição de contato do elemento com a superfície 

sorvente, dificultando, assim, o processo de remoção (LIU, 2006). 

Após cinco dias (tempo 1) e após dez dias (tempo 2), as amostras foram 

filtradas em membranas Millipore de 0,45 µm, o teor dos elementos traços 

quantificados por espectofotômetro de absorção atômica e o pH da solução 

avaliado. Após dez dias de incubação, os mesmos testes citados anteriormente 

foram realizados, a biomassa produzida foi filtrada e o peso seco avaliado. Após 

esse tempo amostral, uma alíquota da biomassa foi retirada com o auxílio de 

uma alça de platina, para análise em microscopia eletrônica de varredura com 

microanálise de raios-X.  

 

2.4.1 Análise estatística do teste de remoção de elementos-traço em escala 

laboratorial 

 

Foi feita a análise estatística dos dados obtidos referentes à remoção dos 

elementos-traço, utilizando o software SISVAR, pelos quatro fungos em estudo 

no teste em erlenmeyer. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado 

(DIC) em esquema fatorial, para cada elemento-traço, com 3 fatores: tempo (5 e 

10), fungos (Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regiões 

contaminadas e não contaminadas) e concentração (0; 0,5 e 1, 5). 
 

2.4 Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raios-X 

 

O uso do microscópio eletrônico de varredura (MEV) e do microscópio 

eletrônico de transmissão (MET) auxilia na elucidação dos mecanismos 

envolvidos na biossorção, bem como as características químicas e elementares 

do biorreagente. O MEV pode ser acoplado ao equipamento Energy Dispersive 
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System (EDS), o qual possibilita a determinação da composição qualitativa dos 

elementos-traço presentes nas amostras a partir da emissão de raios-X 

característicos (CALFA; TOREM, 2007).  

Foram retiradas alíquotas da biomassa formadas nos testes em 

erlenmeyer da concentração 0 (controle) e da concentração de 5 mg/L de 

elementos-traço. Estas foram lavadas com água destilada e colocadas em 

suportes de alumínio (stubs) anteriormente cobertos com fita de carbono e 

observadas em microscópio eletrônico de varredura (QUANTA 250 da marca 

FEI) acoplado a um sistema de microanálise de raios-X (EDS) que utiliza a 

emissão de raios-X para qualificar os elementos encontrados nas amostras. Foi 

utilizado o programa Genesis para a realização da microanálise nas seguintes 

condições: 30.000 kv., spot variando de 5 a 7 e alto vácuo.  

Essa análise foi realizada no Departamento de Biofísica da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Para a confecção dos gráficos do espectro da 

microanálise de raios-X foi feita uma determinação da composição das amostras 

por área da amostra nas condições: distância de trabalho (WD) de 10 mm, 

aumento de 1000 X e voltagem de 30kv. 

  

2.5 Teste de remoção de elementos-traço em biofiltros aeróbios 

 
2.5.1 Biofiltros 

 

Foram utilizados biofiltros de vidro (reatores de bancada em batelada), 

previamente desinfetados com uma solução de formaldeído a 10%, com 20 mm 

de espessura, prismáticos, com 65 cm de altura e 15 cm de lado e capacidade de 

14,6 litros, previamente construídos por Silva (2008). Ao longo da altura dos 

reatores, foram instaladas quatro torneiras, para permitir a amostragem do 

efluente para as análises de quantificação dos elementos-traço (Figura 1). 
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Figura 1 Biofiltro de vidro utilizado no teste de remoção de elementos-traço 

 

O biofiltro foi continuamente oxigenado com o auxílio de uma bomba 

de ar aquática BOYU modelo U-3600, com vazão de 4,0 L min-1. 

 

2.5.2 Inoculação dos fungos isolados de região contaminada em material 

suporte e ativação dos biofiltros 

 

 O meio suporte conduíte foi escolhido, pois, após a realização de testes 

com este material, por Silva (2008), concluiu-se que este tem baixo custo, pode 

ser reaproveitado várias vezes após sucessivos testes em biofiltros, além de não 

alterar o pH nem a turbidez da solução em que está inserido.  

A metodologia foi a mesma desenvolvida por Silva (2008). Os isolados 

fúngicos de região contaminada por elementos-traço foram repicados em placas 

contendo o meio ágar malte (MA) e incubados, por 20 dias, a 25°C. Após esse 

período, foram adicionados 20 mL de água destilada estéril na superfície das 

mesmas, e feita uma raspagem da biomassa desenvolvida na superfície, para a 

desagregação dos esporos. Os esporos presentes na suspensão foram contados 
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em câmara de Neubauer e a concentração ajustada para, aproximadamente, 

5x106 esporos mL-1. 

A suspensão de esporos (20 mL) foi inoculada em frascos contendo 250 

mL de meio MA ainda fundido (40°C), homogeneizada e transferida para 

bandejas contendo o suporte para o crescimento fúngico. O suporte consiste de 

tubos corrugados (1,5 cm de diâmetro/2 cm comprimento – 8 L de conduíte por 

biofiltro), previamente esterilizados em autoclave, a 121°C, por 15 minutos. As 

bandejas foram encobertas por plástico filme (Figura 2) e incubadas, a 25°C, por 

vinte dias, para que os fungos crescessem e colonizassem a superfície e interior 

do conduíte (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 Bandeja contendo o meio suporte conduíte inoculado com os esporos 
fúngicos em meio ágar extrato de malte ainda fundidos, encoberta por 
plástico filme e incubada, a 25°C 
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Figura 3 Crescimento fúngico ao redor do suporte conduíte 
 

Após esse período, o material suporte contendo a biomassa fúngica 

aderida foi transferido para o biofiltro e, em seguida, adicionados dez litros de 

uma solução sintética contendo água destilada, acrescida de sulfato de cobre, 

sulfato de manganês e sulfato de zinco, simultaneamente, a uma concentração de 

5 mg/L de Cu, Mn e Zn. O pH da solução foi alterado para pH6,0, a fim de 

avaliar se neste pH ocorre maior adsorção de elementos-traço do que no pH 5 

testado anteriormente em erlenmeyes. Este pH também é descrito por alguns 

autores (SAY et al., 2001) como ideal para a remoção de alguns dos elementos 

testados. 

O biofiltro foi ativado, 20 mL de cada torneira foram retirados, 

inicialmente de 12 em 12 horas e, após dois dias, diariamente por um período de 

cinco dias (Figura 4). A concentração dos elementos-traço presentes nas 

amostras foi avaliada por espectrofotometria de absorção atômica. 
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Figura 4 Biofiltros contendo meio suporte conduíte inoculado com os fungos 
Penicillium citrinum e Aspergillus brasiliensis isolados de regiões 
contaminadas com elementos-traço 

 

2.5.3 Análise estatística dos resultados obtidos nos testes em biofiltros 

 

Foi feita a análise estatística dos dados obtidos referentes à remoção dos 

elementos-traço por estes dois fungos utilizados utilizando o software SISVAR. 

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema 

fatorial, com 2 fatores: tempo (12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas) e fungo em cada 

elemento-traço, com um total de 4 repetições por tratamento. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

              

3.1 Teste de tolerância aos elementos-traço Cu, Mn e Zn 

 

Pelos dados das Tabelas 1, 2 3 e 4 observam-se os resultados dos testes 

de tolerância aos elementos Cu, Mn e Zn pelos fungos Aspergillus Brasiliensis e 

Penicillium citrinum isolados de regiões contaminadas e não contaminadas. 

 
Tabela 1 Média dos resultados de crescimento micelial do fungo Aspergillus 

brasiliensis isolado de região contaminada por elementos-traço, em 
diferentes concentrações dos elementos-traço Cu, Mn e Zn 

Elemento Concentração Média diâmetro da colônia 
0 0 5 cm 

Cu 0,5 mg/L 4,9 cm 
Cu 1 mg/L 5,25 cm 
Cu 5 mg/L 4,8 cm 
Mn 0,5 mg/L 5,3 cm 
Mn 1 mg/L 5 cm 
Mn 5 mg/L 5 cm 
Zn 0,5 mg/L 5,25 cm 
Zn 1 mg/L 4,9 cm 
Zn 5 mg/L 5 cm 

 

Tabela 2 Média dos resultados de crescimento micelial do fungo Aspergillus 
brasiliensis isolado de região não contaminada por elementos-traço, 
em diferentes concentrações dos elementos-traço Cu, Mn e Zn 

Elemento Concentração Média diâmetro da colônia 
0 0 6,20 cm 

Cu 0,5 mg/L 6,00 cm 
Cu 1,0 mg/L 6,20 cm 
Cu 5,0 mg/L 6,10 cm 
Mn 0,5 mg/L 6,30 cm 
Mn 1,0 mg/L 6,00 cm 
Mn 5,0 mg/L 6,40 cm 
Zn 0,5 mg/L 6,20 cm 
Zn 1,0 mg/L 6,20 cm 
Zn 5,0 mg/L 6,20 cm 
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Tabela 3 Média dos resultados de crescimento micelial do fungo Penicilium 
citrinum isolado de região contaminada por elementos-traço, em 
diferentes concentrações dos elementos-traço Cu, Mn e Zn 

Elemento Concentração Média diâmetro da colônia 
0 0 1,95 cm 

Cu 0,5 mg/L 2,00 cm 
Cu 1,0 mg/L 2,00 cm 
Cu 5,0 mg/L 2,00 cm 
Mn 0,5 mg/L 2,00 cm 
Mn 1,0 mg/L 2,00 cm 
Mn 5,0 mg/L 2,10 cm 
Zn 0,5 mg/L 2,00 cm 
Zn 1,0 mg/L 1,80 cm 
Zn 5,0 mg/L 2,00 cm 

 

Tabela 4 Média dos resultados de crescimento micelial do fungo Penicilium 
citrinum isolado de região não contaminada por elementos-traço, em 
diferentes concentrações dos elementos-traço Cu, Mn e Zn 

Elemento Concentração Média diâmetro da colônia 
0 0 1,60 cm 

Cu 0,5 mg/L 2,60 cm 
Cu 1,0 mg/L 1,63 cm 
Cu 5,0 mg/L 1,73 cm 
Mn 0,5 mg/L 1,85 cm 
Mn 1,0 mg/L 1,70 cm 
Mn 5,0 mg/L 1,70 cm 
Zn 0,5 mg/L 1,70 cm 
Zn 1,0 mg/L 1,70 cm 
Zn 5,0 mg/L 1,70 cm 
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Na Tabela 5 observa-se o resultado da análise de variância para a 

variável resposta tolerância ao elemento-traço cobre. 

 

Tabela 5 Análise de variância para variável tolerância ao elemento-traço cobre 
pelos fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados 
de regiões contaminadas e não contaminadas 

FV GL SQ QM F p-valor 
Fungo 3 120,58 40,19 2564,75 0,0001 
Concentração 2 0,44 0,22 14,20 0,0001 
Fungo X Concentração 6 1,68 0,28 17,89 0,0001 
Erro 24 0,37 0,01   
Total  35 123,09    

 

O teste F, a 5% de significância, foi significativo para a interação dupla 

fungo X concentração. Logo, se procedeu ao desdobramento do fator fungo 

dentro dos níveis de concentração (Tabela 6). 

 

Tabela 6 Teste de médias para o desdobramento do fator fungo dentro dos níveis 
de concentração do elemento cobre para os fungos Aspergillus 
brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regiões contaminadas e 
não contaminadas 

Concentração 0,5  1  5  

P. citrinum região não contaminada  4,97 c 5,05 c 4,88 c 

P. citrinum região contaminada 2,03 a 2,05 b 2,00 b 

A. brasiliensis região não contaminada 6,03 d 6,25 d 6,10 d 

A. brasiliensis região contaminada 2,60 b 1,63 a 1,57 a 
Letras seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% 
de significância 
 

Pode-se observar, a partir da análise dos dados da Tabela 6, que os 

fungos isolados de região contaminada apresentaram maior tolerância a todas as 

concentrações de cobre em relação aos fungos de região não contaminada. 
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A análise de variância para a variável tolerância ao elemento-traço 

manganês está ilustrada na Tabela 7. 

 

Tabela 7 Análise de variância para a variável tolerância ao elemento-traço 
manganês para os fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium 
citrinum isolados de regiões contaminadas e não contaminadas 

FV GL SQ QM F p-valor 
Fungo 3 139,34 46,45 6067,37 0,001 
Concentração 2 0,31 0,16 20,83 0,001 
Fungo X Concentração 6 0,18 0,03 4,10 0,01 
Erro 24 0,18 0,01   
Total  35 140,03    

 

O teste F, a 5% de significância, foi significativo para a interação dupla 

fungo X concentração. Logo, se procedeu ao desdobramento do fator fungo 

dentro dos níveis de concentração (Tabela 8). 

 

Tabela 8 Teste de médias para o desdobramento do fator fungo dentro dos níveis 
de concentração do elemento Mn para os fungos Aspergillus 
brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regiões contaminadas e 
não contaminadas 

Concentração 0,5  1  5  

P. citrinum região não contaminada  5,28 b 5,02 c 5,00 C 

P. citrinum região contaminada 2,03 a 1,97 b 2,10 B 

A. brasiliensis região não contaminada 6,5 c 6,10 d 6,43 D 

A. brasiliensis região contaminada 1,86 a 1,67 a 1,73 A 
Letras seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% 
de significância 
 

Pode-se observar, a partir da análise dos dados da Tabela 6, que os 

fungos isolados de região contaminada apresentaram maior tolerância a todas as 

concentrações de manganês em relação aos fungos de região não contaminada. 
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Na Tabela 9 observa-se a análise de variância para a variável tolerância 

ao elemento-traço zinco para os fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium 

citrinum isolados de regiões contaminadas e não contaminadas. 

 

Tabela 9 Análise de variância para a variável tolerância ao elemento-traço zinco 
para os fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados 
de regiões contaminadas e não contaminadas 

FV GL SQ QM F p-valor 
Fungo 3 100,87 33,63 3,368 0,04 
Concentração 2 21,37 10,69 1,071 0,36 
Fungo X Concentração 6 61,63 10,27 1,029 0,43 
Erro 24 239,61 9,98   
Total  35 423,50    

 

O teste F, a 5% de significância, não foi significativo para a interação 

dupla fungo X concentração. Apenas o fator fungo foi significativo pelo teste F, 

a 5% de significância. Logo, procedeu-se à análise individual do fator fungo 

(Tabela 10). 

 
Tabela 10 Teste de médias para o fator fungo para o elemento Zn para os fungos 

Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regiões 
contaminadas e não contaminadas 

P. citrinum região não contaminada  5,03 a b 

P. citrinum região contaminada 4,07 a b 

A. brasiliensis região não contaminada 6,22 b 

A. brasiliensis região contaminada 1,67 a 

Letras seguidas da mesma letra não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de 
significância 
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Para o elemento zinco, pode-se observar, após a análise da Tabela 10, 

que, para o fungo A. brasiliensis, a linhagem isolada de região contaminada se 

mostrou mais tolerante ao Zn, em relação à região não contaminada. Para o 

fungo P. citrinum, não foram observadas diferenças significativas entre as duas 

linhagens estudadas, na tolerância a este elemento. 

Pode-se observar, a partir da análise dos resultados das Tabelas 1 a 10, 

que houve um maior crescimento do fungo A. brasiliensis em relação ao fungo 

P. citrinum. Esse fato não é indicativo de uma maior tolerância do fungo A. 

brasiliensis, pois esse fungo apresenta, naturalmente, um crescimento mais 

rápido que o fungo P. citrinum. 

Também se observa, nas Tabelas 6, 8 e 10, que, para a maioria dos 

elementos testados, as linhagens fúngicas isoladas de ambientes contaminados 

apresentaram maior tolerância frente a todos os elementos-traço e concentrações 

avaliadas. 

Esses resultados podem ser explicados, pois a tolerância a elementos-

traço pode ser ocasionada por diferentes tipos de estratégias de tolerância ou 

mecanismos de resistência, exibidos pelas diferentes linhagens fúngicas quando 

em contato com tais elementos (ZAFAR et al., 2007). 

De acordo com Pan et al. (2009), a tolerância entre linhagens da mesma 

espécie fúngica frente a elementos-traço se deve a distintos mecanismos de 

detoxicação desenvolvidos pelos mesmos em resposta às pressões ambientais. 

Essas linhagens promovem a diminuição da toxicidade dos elementos-traço, por 

meio da complexação destes elementos, precipitação ou outros mecanismos e, 

assim, conseguem tolerar e crescer em tais condições (SAXENA; 

BHATTACHARYYA; MATHUR, 2006).  

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram a hipótese 

esperada de que espécies isoladas de ambientes contaminados por elementos-
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traço possuem maior tolerância a tais elementos do que espécies isoladas de 

regiões não contaminadas (ROUCH; LEE; MORBY, 1995). 

Poucos trabalhos relatam a comparação da tolerância entre linhagens 

fúngicas pertencentes à mesma espécie, isoladas de ambientes contaminados e 

não contaminados. A maioria estuda a tolerância ou de linhagens obtidas de 

ambientes contaminados com elementos-traço ou de regiões não contaminadas e, 

em ambos casos, obtiveram ótimos resultados. 

Nazareth e Marbaniang (2008), Valix e Lonn (2003) e De et al.  (2009) 

testaram a tolerância de fungos filamentosos isolados de regiões não 

contaminadas frente aos elementos, Cu e Pb, Ni, Co, Fe, Mg e Mn e Na, Pb e 

Cu, respectivamente. O resultado destes trabalhos corrobora os obtidos no 

presente estudo, no qual mesmo as linhagens isoladas de regiões não 

contaminadas apresentaram tolerância e crescimento em todas as concentrações 

de elementos-traço testados. 

Outros autores também estudaram a tolerância a elementos-traço de 

fungos isolados de regiões contaminadas com estes elementos. Ezzouhri et al. 

(2009) avaliaram a tolerância de microrganismos isolados de regiões 

contaminadas por elementos-traço em Tangier (Morocco) frente aos elementos 

Pb, Cr, Cu e Zn. Os isolados do gênero Aspergillus e Penicillium foram os mais 

tolerantes a todos os elementos-traço testados e exibiram maior crescimento na 

presença destes, em relação aos demais fungos e ao controle (meio sem adição 

de elementos-traço). Esse resultado é semelhante ao obtido no presente estudo, 

em que ambas as espécies dos gêneros Penicillum e Aspergillus apresentaram 

grande tolerância aos elementos-traço avaliados. 

Iram et al. (2009) e Zafar et al. (2007) estudaram a tolerância de fungos 

isolados de regiões contaminadas aos elementos Zn, Pb, Cd, Ni e Co e Cu, Cd, 

Pb, As, e Zn, respectivamente. No primeiro trabalho, os fungos do gênero 

Aspergillus foram os que apresentaram maior tolerância a todos os elementos-
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traço, enquanto, no segundo, fungos do gênero Penicillium se mostraram mais 

tolerantes. No presente estudo, ambas as espécies estudadas apresentaram a 

mesma tolerância aos elementos testados. 

 

3.1 Avaliação dos elementos-traço presentes na ARC 

 

 Na Tabela 11 são apresentados os resultados das concentrações dos 

elementos-traço Cu, Mn e Zn presentes na ARC obtida do CEP-Café, na UFLA. 

 

Tabela 11 Resultado das concentrações dos metais Cu, Mn e Zn presentes na 
água residuária do café obtida do CEP-Café (UFLA) 

Elementos traço 
presente na ARC 

Concentração obtida por 
espectrofotometria de 

absorção atômica 
COPAM CONAMA 

Cobre <1 mg/L 0,5 mg/L 1 mg/L 
Manganês <0,5 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 
Zinco 0,36 mg/L 5,0 mg/L 5,0 mg/L 

O pH obtido na ARC foi de 4,5 
 

As concentrações obtidas na amostra de água proveniente da lavagem do 

café do CEPE-Café estão abaixo da concentração permitida pelo COPAM e 

CONAMA. Entretanto, nos estudos realizados por Vasco (1999) e Gonçalves 

(2006), referentes à presença de elementos traço na ARC, as concentrações 

destes elementos-traço estavam muito acima do permitido por estes órgãos 

fiscalizadores. Foram encontradas as seguintes concentrações por estes autores: 

5 mg/l Cu, 4 mg/L Zn (Vasco, 1999) 1,27 mg/L Cu, 1,33 mg/L Mn e 0,66 mg/L 

de Zn (Gonçalves, 2006). 
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3.2 Teste de remoção dos elementos-traço em escala laboratorial 

 

Na Tabela 12 são apresentados os resultados do teste de análise de 

variância para a variável resposta remoção de Cu pelos fungos em estudo, após 5 

e 10 dias de incubação. 

 

Tabela 12 Análise de variância para variável resposta remoção de Cu pelos 
fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinus isolados de 
regiões contaminadas e não contaminadas por elementos-traço 
FV GL SQ QM F p-valor 

Tempo 1 0,004 0,004 0,187 0,6658 
Fungo 7 25,248 3,607 173,497 0,0001 
Concentração 3 357,778 119,25

9 
5736,632 0,0001 

Tempo X Fungo 7 0,605 0,086 4,159 0,0004 
Tempo X Concentração 3 0,206 0,069 3,301 0,0225 
Fungo X Concentração 21 41,665 1,984 95,438 0,0001 
Tempo X Fungo X 
Concentração 

21 1,208 0,058 2,768 0,0002 

Erro 128 2,661 0,021   
Total  191 429,375    

 

O teste F, a 5% de significância, foi significativo para a interação tripla 

tempo X fungo X concentração. Logo, se procedeu ao desdobramento do fator 

fungo dentro dos níveis de concentração e tempo (Tabelas 13 e 14) para o 

elemento-traço Cu. 
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Tabela 13 Teste de médias para o desdobramento do fator fungo dentro dos 
níveis de concentração de cobre e após 5 dias de incubação 

Letras seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% 
de significância 

 

Tabela 14 Teste de médias para o desdobramento do fator fungo dentro dos 
níveis de concentração de cobre e após 10 dias de incubação 

Letras seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% 
de significância 

 

Avaliando-se os dados das Tabelas 13 e 14, pode-se observar que, para o 

elemento cobre, de maneira geral, após 5 e 10 dias de incubação, os fungos 

isolados de região não contaminada, principalmente o fungo Penicillium 

citrinum, foram os que apresentaram os melhores resultados na remoção deste 

elemento. 

Na Tabela 15 são apresentados os resultados do teste de análise de 

variância para variável resposta remoção de Mn pelos fungos em estudo, após 5 

e 10 dias de incubação. 
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Tabela 15 Análise de variância para variável resposta remoção de Mn pelos 
fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinus isolados de 
regiões contaminadas e não contaminadas por elementos-traço 
FV GL SQ QM F p-valor 

Tempo 1 0,05 0,05 4,34 0,0393 
Fungo 7 3,97 0,57 51,63 0,0001 
Concentração 3 516,95 172,32 15673,50 0,0001 
Tempo X Fungo 7 0,31 0,04 4,07 0,0005 
Tempo X Concentração 3 0,02 0,01 0,68 0,5644 
Fungo X Concentração 21 5,08 0,24 22,01 0,0001 
Tempo X Fungo X 
Concentração 

21 1,63 0,08 7,05 0,0001 

Erro 128 1,41 0,01   
Total  191 529,43    

 

O teste F, a 5% de significância, foi significativo para a interação tripla 

Tempo X Fungo X Concentração. Logo, se procedeu ao desdobramento do fator 

fungo dentro dos níveis de concentração e tempo (Tabela 16 e 17) para o 

elemento-traço Mn. 

 

Tabela 16 Teste de médias para o desdobramento do fator fungo dentro dos 
níveis de concentração de manganês e após 5 dias de incubação 

Letras seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% 
de significância 
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Tabela 17 Teste de médias para o desdobramento do fator fungo dentro dos 
níveis de concentração de manganês e após 10 dias de incubação 

Letras seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% 
de significância 

 

Após a avaliação dos dados das Tabelas 15 e 16, pode-se observar que, 

para o elemento manganês, de maneira geral, após 5 e 10 dias de incubação, as 

espécies fúngicas responderam diferentemente à remoção deste elemento nas 

concentrações testadas. Entretanto, os fungos isolados de região contaminada 

foram os que apresentaram os melhores resultados na remoção deste elemento.  

Na Tabela 18 são apresentados os resultados do teste de análise de 

variância para variável resposta remoção de Zn pelos fungos em estudo, após 5 e 

10 dias de incubação. 

 

Tabela 18 Análise de variância para variável resposta remoção de Zn pelos 
fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinus isolados de 
regiões contaminadas e não contaminadas por elementos-traço 

FV GL SQ QM F p-valor 
Tempo 1 0,03 0,03 1,83 0,1784 
Fungo 7 4,95 0,71 40,17 0,0001 
Concentração 3 513,10 171,03 9712,93 0,0001 
Tempo X Fungo 7 0,24 0,03 1,97 0,0636 
Tempo X Concentração 3 0,12 0,04 2,26 0,0848 
Fungo X Concentração 21 11,22 0,53 30,34 0,0001 
Tempo X Fungo X Concentração 21 0,49 0,02 1,33 0,1662 
Erro 128 2,25 0,02   
Total  191 532,41    
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O teste F, a 5% de significância, não foi significativo para a interação 

tripla tempo X fungo X concentração. Logo, iniciou-se uma análise de cada uma 

das três interações duplas (Tabela 19). Apenas a interação dupla fungo X tempo 

foi significativa, pelo teste F, a 5% de significância. Como a interação dupla não 

abordou o fator tempo, foi necessário proceder a uma análise individual desse 

fator. Todavia, observando-se a tabela de análise de variância para o fator 

tempo, constata-se que o mesmo não foi significativo.  
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Tabela 19 Teste de médias para o desdobramento do fator fungo dentro dos níveis de concentração de Zn pelos fungos 
Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinus isolados de regiões contaminadas e não contaminados por 
elementos-traço 

Letras seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significância 
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Após a avaliação dos dados da Tabela 19, pode-se observar que, para o 

elemento zinco, de maneira geral, após 5 e 10 dias de incubação, o fungo 

Aspergillus brasiliensis (independente da origem) foi o que apresentou os 

melhores resultados na remoção deste elemento.  

Pode-se observar, a partir da observação dos dados das Tabelas 13, 14, 

16, 17 e 19, que as linhagens isoladas de regiões contaminadas e não 

contaminadas dos fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum 

responderam diferentemente com relação à sua capacidade de remoção dos 

elementos-traço Cu, Mn e Zn. Estes resultados indicam que os elementos 

presentes na parede celular dos fungos estudados podem apresentar maior 

afinidade com um ou outro elemento-traço específico, fazendo com que os 

outros elementos percam a competição pelos sítios de ligação presentes na 

parede celular ou por transportadores existentes na membrana celular (LI, 2005).  

Assim, pode-se inferir que diferentes espécies fúngicas são capazes de 

adsorver elementos-traço de soluções, por diferentes mecanismos de remoção e, 

portanto, os removem em diferentes quantidades, fato observado, no presente 

trabalho, até por linhagens pertencentes à mesma espécie fúngica. Esses 

resultados corroboram os obtidos por Adriano (2001) que concluiu que espécies 

de microrganismos dentro de um mesmo gênero, ou até mesmo linhagens dentro 

de uma mesma espécie, podem diferir nas suas sensibilidades aos elementos-

traço. 

A remoção desses elementos-traço pelos fungos em estudo pode ter 

ocorrido devido a mecanismos de biossorção ou de bioacumulção. O fenômeno 

de biossorção ocorre como consequência de fenômenos físicos (independentes 

do metabolismo celular) como a sorção de tais elementos a grupos funcionais 

presentes na parede celular fúngica como grupamentos amino, carboxyl, thiol, 

sulfidril e fosfatos (PAN et al., 2009; SRIVASTAVA, 2006). 
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Os resultados obtidos no presente estudo corroboram aqueles obtidos 

por Yetis (2000), que avaliaram o processo de remoção e concluíram que o 

mesmo ocorre em duas estratégias: primeiramente, uma rápida adsorção do 

elemento-traço à superfície celular, seguida de uma lenta difusão destes 

elementos para o interior celular. Após a saturação dos sítios de ligação e a 

quantidade de elementos absorvidos torna-se tóxica à célula, o microrganismo 

passa a desorver e liberar os elementos no meio. 

Segundo Pan et al. (2009), quanto maior a variedade de elementos-traço 

presentes na solução, menor será a concentração de elementos-traço adsorvidos 

pela biomassa fúngica, devido à competição desses elementos por sítios ativos. 

Vivas, Barea e Azcon (2005), estudando a adsorção de Cd e Zn por fungos, 

concluíram que esses elementos apresentam efeitos antagônicos quando juntos 

em solução, na sorção à biomassa fúngica. Entretanto, este fenômeno não foi 

observado no presente estudo. Além disso, o estudo da remoção destes 

elementos separadamente não seria viável em nosso caso, pois não é a realidade 

encontrada nas ARC, onde está presente uma ampla variedade de elementos-

traço. 

Kapoor e Viraraghavan (1997) avaliaram o papel dos grupos funcionais 

na adsorção de Cu, Pb e Cd, pelo fungo A. niger. Para isso, a biomassa foi 

submetida a tratamentos químicos que modificaram os grupos funcionais, 

carboxil, amino e fosfato, o que foi confirmado por meio de espectofotometria 

com infravermelho. Foi encontrado que a esterificação dos grupos carboxil e 

metilação de grupos amino presentes na parede celular de A. niger diminuiu 

significativamente a biosorção dos elementos-traço pelo fungo avaliado. Esses 

resultados sugerem que os grupos carboxyl e amino são importantes para a 

ligação do elemento à biomassa desta espécie fúngica. Grupos fosfato e a fração 

lipídica da biomassa não desempenharam papel importante na remoção dos 

mesmos. A biossorção de Ca e Cu, especificamente, se mostrou menor quando 
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os grupamentos amino foram modificados. Uma ligeira diminuição da remoção 

de todos os elementos foi observada quando os lipídios foram extraídos da 

biomassa. Assim, provavelmente, a interação entre o fungo Aspergillus 

brasiliensis e os elementos-traço em estudo se deve aos grupamentos carboxil e 

amino presentes na parede celular fúngica. 

Akthar et al. (1996) também observaram que o grupamento carboxil 

presente na membrana de fungos do gênero Aspergillus tem papel significante 

para a remoção de cobre presente em efluentes. 

Nas Tabelas 20 a 27 são apresentados os resultados da variação de pH após 

5 e 10 dias de incubação e o peso seco (após 10 dias de incubação) produzido 

pelas espécies fungicas em estudo Aspergillus brasiliensis e Penicillium 

citrinum. 

 

Tabela 20 pH obtido pelo fungo Aspergillus brasiliensis (EPAMIG - 0084) 
isolado de região contaminada, após 5 dias de incubação em shaker 
(100 rpm – 25°C), em contato com uma solução de diferentes 
concentrações de Cu, Mn e Zn 

Elemento pH sem inóculo pH com inóculo 
Cu 0 mg/L 5,100 3,500 

Cu 0,5 mg/L 5,160 3,600 
Cu 1 mg/L 5,100 3,500 
Cu 5 mg/L 5,000 3,410 
Mn 0 mg/L 5,100 2,300 

Mn0,5 mg/L 5,100 3,600 
Mn 1 mg/L 5,100 3,500 
Mn 5 mg/L 5,000 3,400 
Zn 0 mg/L 5,100 3,500 

Zn 0,5 mg/L 5,160 3,600 
Zn 1 mg/L 5,160 3,500 
Zn 5 mg/L 5,000 3,400 
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Com relação ao pH do meio, pode-se observar, a partir dos dados da 

Tabela 20, uma redução, em média, de um ponto e meio (de 5 para 3,5). 

 

Tabela 21 pH e peso seco obtido pelo fungo Aspergillus brasiliensis (EPAMIG - 
0084) isolado de região contaminada, após 10 dias de incubação em 
shaker (100 rpm – 25°C) em contato com uma solução de diferentes 
concentrações de Cu, Mn e Zn 

Elemento pH sem inoculo pH com inóculo Peso seco (g) 

Cu 0 mg/L 4,827 2,283 0,667 
Cu 0,5 mg/L 4,767 2,233 0,637 
Cu 1 mg/L 4,700 2,233 0,690 
Cu 5 mg/L 4,667 2,367 0,687 
Mn 0 mg/L 4,827 2,283 0,667 

Mn 0,5 mg/L 4,767 2,233 0,637 
Mn 1 mg/L 4,700 2,233 0,690 
Mn 5 mg/L 4,667 2,367 0,687 
Zn 0 mg/L 4,827 2,283 0,667 

Zn 0,5 mg/L 4,767 2,233 0,637 
Zn 1 mg/L 4,700 2,233 0,690 
Zn 5 mg/L 4,667 2,367 0,687 
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Tabela 22 pH obtido pelo fungo Aspergillus brasiliensis (IBT 26433) isolado de 
região não contaminada, após 5 dias de incubação em shaker (100 
rpm – 25°C) em contato com uma solução de diferentes 
concentrações de Cu, Mn e Zn 

Elemento pH sem inóculo pH com inóculo 
Cu 0 mg/L 4,810 2,867 

Cu0,5 mg/L 4,800 2,683 
Cu 1 mg/L 4,783 2,707 
Cu 5 mg/L 4,700 2,967 
Mn 0 mg/L 4,810 2,867 

Mn0,5 mg/L 4,800 2,683 
Mn 1 mg/L 4,783 2,707 
Mn 5 mg/L 4,700 2,967 
Zn 0 mg/L 4,810 2,867 

Zn 0,5 mg/L 4,800 2,683 
Zn 1 mg/L 4,783 2,707 
Zn 5 mg/L 4,967 2,687 

 

Tabela 23 pH e peso seco obtido pelo fungo Aspergillus brasiliensis (IBT 
26433) isolado de região não contaminada, após 10 dias de 
incubação em shaker (100 rpm – 25°C), em contato com uma 
solução de diferentes concentrações de Cu, Mn e Zn 

Elemento pH sem inoculo pH com inóculo Peso seco (g) 

Cu 0 mg/L 4,880 1,863 0,607 
Cu0,5mg/L 4,757 1,870 0,527 
Cu 1mg/L 4,740 1,913 0,707 
Cu 5mg/L 4,683 1,943 0,580 
Mn 0 mg/L 4,880 1,863 0,607 
Mn0,5mg/L 4,757 1,870 0,527 
Mn 1mg/L 4,740 1,913 0,707 
Mn 5mg/L 4,683 1,943 0,580 
Zn 0mg/L 4,880 1,863 0,607 

Zn 0,5mg/L 4,757 1,870 0,527 
Zn 1mg/L 4,740 1,913 0,707 
Zn 5mg/L 4,683 1,943 0,580 
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Tabela 24 pH obtido pelo fungo Penicillium citrinum isolado de região 
contaminada (EPAMIG 0086), após 5 dias de incubação em shaker 
(100 rpm – 25°C) em contato com uma solução de diferentes 
concentrações de Cu, Mn e Zn 

Elemento pH sem inóculo pH com inóculo 

Cu 0 mg/L 5,000 4,600 
Cu0,5 mg/L 5,000 4,700 
Cu 1 mg/L 4,800 4,700 
Cu 5 mg/L 4,700 4,533 

Mn 0 mg/L 5,000 4,600 
Mn 0,5 mg/L 5,000 4,800 
Mn 1 mg/L 4,800 4,700 
Mn 5 mg/L 4,700 4,533 
Zn 0 mg/L 5,000 4,600 

Zn 0,5 mg/L 5,000 4,700 
Zn 1 mg/L 4,800 4,700 

Zn 5 mg/L 4,700 4,533 
 

Tabela 25 pH e peso seco obtido pelo fungo Penicillium citrinum (EPAMIG 
0086) isolado de região contaminada, após 10 dias de incubação em 
shaker (100 rpm – 25°C) em contato com uma solução de diferentes 
concentrações de Cu, Mn e Zn 

Elemento pH sem inoculo pH com inóculo Peso seco (g) 

Cu 0 mg/L 5,090 4,637 0,537 
Cu0,5 mg/L 5,023 4,727 0,510 
Cu 1 mg/L 4,877 4,240 0,517 
Cu 5 mg/L 4,817 4,590 0,540 
Mn 0 mg/L 5,090 4,637 0,537 

Mn 0,5 mg/L 5,023 4,727 0,510 
Mn 1 mg/L 4,877 4,240 0,517 
Mn  5 mg/L 4,817 4,590 0,540 
Zn 0 mg/L 5,090 4,637 0,537 

Zn 0,5 mg/L 5,023 4,727 0,517 
Zn 1 mg/L 4,877 4,240 0,540 
Zn 5 mg/L 4,817 4,590 0,540 
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Tabela 26 pH obtido pelo fungo Penicillium citrinum isolado de região não 
contaminada (INCQS 40011) após 5 dias de incubação em shaker 
(100 rpm – 25°C), em contato com uma solução de diferentes 
concentrações de Cu, Mn e Zn 

Elemento pH 5 dias Padrão pH 5 dias Fungo 

Cu 0 mg/L 4,6 5,0 
             Cu 0,5 mg/L 4,7 5,0 

Cu 1 mg/L 4,7 4,8 
Cu 5 mg/L 4,5 4,7 
Mn 0 mg/L 4,6 5,0 

Mn 0,5 mg/L  4,7 5,0 
Mn 1 mg/L 4,7 4,8 
Mn 5 mg/L 4,5 4,7 
Zn 0 mg/L 4,6 5,0 

Zn 0,5 mg/L 4,7 5,0 
Zn 1 mg/L 4,7 4,8 
Zn 5 mg/L 4,5 4,7 

  

Tabela 27 pH e peso seco obtido pelo fungo Penicillium citrinum isolado de 
região não contaminada (INCQS 40011), após 10 dias de incubação 
em shaker (100 rpm – 25°C), em contato com uma solução de 
diferentes concentrações de Cu, Mn e Zn 

Elemento pH 10 dias Padrão pH 10 dias Fungo Peso seco (g) 

Cu 0 mg/L 4,6 5,1 0,49 
Cu 0,5 mg/L 4,8 5,0 0,50 
Cu 1 mg/L 4,2 4,8 0,62 
Cu 5 mg/L 4,6 4,7 0,49 
Mn 0 mg/L 4,6 5,1 0,46 

Mn 0,5 mg/L 4,8 5,0 0,58 
Mn 1 mg/L 4,2 4,8 0,62 
Mn 5 mg/L 4,6 4,7 0,49 
Zn 0 mg/L 4,6 5,1 0,44 

Zn 0,5 mg/L 4,8 5,0 0,52 
Zn 1 mg/L 4,2 4,8 0,53 
Zn 5 mg/L 4,6 4,7 0,57 
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Com relação ao pH do meio, pode-se observar, nas Tabelas 20 a 27, que, 

para a espécie fúngica Aspergillus brasiliensis (20-23), houve, em geral, uma 

redução de 3 pontos no pH da solução (5 para 2). Para a espécie Penicillium 

citrinum (Tabelas 24-27), não foi observada alteração significativa no pH da 

solução em que ele estava inserido. 

 Por meio da avaliação do peso seco, pode-se observar que a biomassa 

produzida no controle foi semelhante à obtida em todas as concentrações dos 

elementos testados. Esses resultados demonstram que as concentrações dos 

elementos-traço não são tóxicas ao microrganismo avaliado, pois não inibiram 

seu crescimento. 

Com relação à influência do pH escolhido neste estudo, Faryal, Lodhi e 

Hameed (2006) observaram que o pH ótimo para que ocorra a remoção de Zn do 

meio  por  Aspergillus fumigatus foi o 5, o mesmo utilizado no presente estudo, 

fato que deve ter influenciado a grande remoção deste elemento pela maioria dos 

fungos avaliados. 

 Akar et al. (2009) avaliaram a adsorção de Cu por Tramaetes versicolor 

em diferentes pHs e observaram que a máxima remoção deste elemento da 

solução ocorreu em pH 5 e que, abaixo deste pH, a adsorção foi diminuída, 

chegando a zero em pH 1. O mesmo fenômeno foi evidenciado no presente 

estudo, em que o fungo Aspergillus brasiliensis alterou o pH da solução em que 

estava presente para 3, removendo com menos eficiência o elemento Cu que o 

fungo Penicillium citrinum, que manteve o pH da solução próximo de 5. 

A pequena adsorção dos elementos-traço à biomassa fúngica em pH 

baixo está associada à liberação de íons (H3O+) na parede celular, que promove 

uma repulsão eletrostática entre essas cargas positivas e as dos elementos-traço. 

O aumento da remoção observado em pH 5 pode ser explicado pela liberação de 

sítios de ligação na parede celular fúngica carregados negativamente, como 

resultado da desproteinação, facilitando a ligação (AKAR et al., 2009)  
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Pan et al. (2009) estudaram a adsorção dos elementos-traço Cd 2+, Cu2+ e  

Zn2+ por fungos do gênero Penicillium, isolados de ambiente contaminado por 

tais elementos. Após a inoculação em meio líquido (batata dextrose) contendo 

estes elementos, observou-se maior adsorção de Zn do que dos demais 

elementos testados. Neste trabalho, também se obteve redução significativa 

deste elemento por todas as linhagens estudadas. 

Purchase et al. (2009) estudaram a remoção de Zn por Beauveria 

bassiana e  Rhodotorula mucilaginosa  isoladas de ambientes contaminados por 

elementos-traço. Estes autores obtiveram uma remoção de 10% deste elemento 

no primeiro dia de incubação, aumentando para 64% no 7° dia de incubação, 

seguido de uma diminuição no 21° dia de incubação para 29% de remoção, para 

o fungo B. bassiana. O fungo R. mucilaginosa apresentou uma remoção inicial 

de Zn de apenas 2%, mas, após 21 dias, de 53%. Em nosso estudo, as linhagens 

estudadas também se comportaram de forma diferente ao longo do tempo de 

incubação. Algumas linhagens removeram com mais eficiência determinados 

elementos aos cinco dias de incubação, enquanto outras, aos dez dias de 

incubação. 

Outros autores, estudando a biossorção de Cu por A. niger, também 

observaram ótimos resultados. Price, Classene e Payne (2001) obtiveram 

remoção de 0,52 mg de Cu por grama de biomassa seca deste fungo. Townsley, 

Ross e Atkins (1986) e Mullen et al. (1992) observaram 1,8 mg e 1,7 mg de 

remoção por grama de biomassa, respectivamente. 

Ren et al. (2009) estudaram a remoção de Cu, Cd, Pb e Zn por A. niger 

isolado de ambientes contaminados com tais elementos. Após um dia de 

incubação, encontraram remoção de 73% de Cu, 70,8% de Cd, 15,6% de PB e 

14,2% de Zn. Após dois de incubação a 84,3% de Cu, 84,4% de Cd, 25% de Pb 

e 14,4% de Zn. Entretanto, neste estudo, as linhagens de Aspergillus brasiliensis 

estudadas apresentaram maior eficiência na remoção do elemento Zn do que de Cu. 
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Menor afinidade ao elemento Cu por fungos do gênero Aspergillus 

também foi observada por Akar e Tunali (2006) e Tastan, Ertugrul e Dönmez 

(2009). Os primeiros estudaram a remoção de Pb+2 e Cu+2 presentes em 

efluentes, por Aspergillus flavus. Obtiveram remoção de Pb+2 de 6,41±0,49 mg/g 

de biomassa e de Cu+2, 3,04±0,46/g de biomassa. Os últimos estudaram a 

remoção de Cr+6, Ni+2 e Cu+2 por Aspergillus versicolor e obtiveram remoção de 

99,89% de Cr+6, 30,05% Ni+2 e 29,06% de Cu+2, após sete dias de incubação.  

Em outros estudos relativos à remoção de elementos-traço de efluentes 

por espécies do gênero Penicillium, P. digitatum apresentou remoção de 9,7 mg 

de Zn/g de biomassa em pH 5,5 (GALUN et al., 1987); P. simplississimum de 

65,6 mg de Zn/g de biomassa, em pH 5,0 ( FAN et al., 2008);  P. chrysogenum, 

6,5 mg de Zn por grama de biomassa em pH 4,5 (NIU et al., 1993) e de Cu, 11,7 

mg/g em pH 6 (SKOWRONSKI; PIRSZEL; PAWLIK-SKWRONSKA, 2001) e 

P. cyclopium, 50 mg de Cu por grama de biomassa em pH 4,5 (IANIS; 

TSEKOVA; VASILEVA, 2006). No presente estudo, as linhagens de P. 

citrinum avaliadas também removeram com maior eficiência o elemento Cu que 

o elemento Zn, indicando que, provavelmente, os elementos presentes na parede 

celular desta espécie fúngica tenham maior afinidade com o elemento-traço Cu.  

 

3.3 Teste de remoção de elementos-traço em biofiltros aeróbios 

 

 Nas Tabelas 28 a 31 são apresentados os resultados do pH e 

concentração residual de elementos-traço após cultivo com os fungos 

Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de regiões 

contaminadas, em biofiltros aeróbios, após sete dias de ativação. 
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Tabela 28 Média do pH em biofiltros utilizando conduítes como meio suporte 
para o crescimento de Aspergillus brasiliensis ( EPAMIG – 0084) e 
Penicillium citrinum (EPAMIG – 0086) isolados de região 
contaminada por estes elementos 

Ph 0h 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 
BIOFILTRO A  

P. citrinum 6 5,2 5,0 5,9 6,6 6,9 7,1 7,0 

BIOFILTRO B 
A. brasiliensis 6 3,0 3,0 3,1 3,1 3,1 3,1 3,2 

Biofiltro A: Fungo Penicillium citrinum inoculado em conduítes e solução sintética 
contendo 5 mg/L dos elementos-traço Cu, Mn e Zn, em pH inicial 6 
Biofiltro B: Fungo Aspergillus brasiliensis inoculado em conduítes, com solução 
sintética contendo 5 mg/L dos elementos-traço Cu, Mn e Zn, e pH  inicial 6 

 

Pode-se observar, após a análise dos dados da Tabela 28, que o pH do 

biofiltro inoculado com Penicillium citrinum (biofiltro A) apresentou uma queda 

de um ponto (5) em relação ao inicial (6), até 24 horas de ativação, seguido de 

um aumento para pH 7 com 120 horas de ativação. 

Com relação ao biofiltro B (inoculado com Aspergillus brasiliensis), foi 

observada uma queda de três pontos em relação ao inicial (pH 6 para pH 3), após 

6 horas de ativação e manutenção deste valor de pH após 120 horas de ativação. 

A diminuição do pH observada no experimento realizado com o fungo A. 

brasiliensis deve ter ocorrido devido à produção de ácidos por esse fungo, pois, 

segundo Varga et al. (2007), é muito próxima à espécie Aspergillus níger, que é 

produtora de ácido glucônico e cítrico. 

Mulligan, Galvez-Cloutier e Renaud (1999) observaram que, após dez 

dias de incubação com o fungo A. Níger, o pH reduziu a 3, provavelmente pela 

produção de ácido que auxilia na remoção de elementos-traço do ambiente. 

Os resultados do trabalho realizado por Sayer e Gadd (2001) também 

corroboram os obtidos no presente estudo. De acordo com estes autores, a 

produção de ácido glucônico, cítrico e oxálico, por Aspergillus niger, auxilia na 

remoção de elementos-traço, como o cobre e o zinco, de soluções, devido à sua 

complexação com estes elementos, seguido de uma ligação à parede celular 
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fúngica. Provavelmente, esse fenômeno deve ocorrer com a espécie Aspergilllus 

brasiliensis, por se tratar de uma espécie muito próxima à citada anteriormente. 

 

Tabela 29 Média da concentração do elemento-traço Cu em biofiltro utilizando 
tubo corrugado como meio suporte para Aspergillus brasiliensis e 
Penicillium citrinum isolados de região contaminada por estes 
elementos 

Cu 0h 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 
BIOFILTRO A 

P. citrinum 5,000 4,564 4,343 3,462 3,093 6,130 6,251 4,564 

BIOFILTRO B 
A. brasiliensis 5,000 4,626 4,383 3,468 3,102 6,170 6,237 4,626 

 

Tabela 30 Média da concentração do elemento-traço Mn em biofiltro utilizando 
tubo corrugado como meio suporte para Aspergillus brasiliensis e 
Penicillium citrinum isolados de região contaminada por estes 
elementos 

Mn 0h 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 
BIOFILTRO A 

P. citrinum 5,000 2,686 2,526 2,466 2,354 2,360 2,278 2,686 

BIOFILTRO B 
A.brasiliensis 5,000 3,106 3,116 3,143 3,112 3,153 3,057 3,106 

 

Tabela 31 Média da concentração do elemento-traço Zn em biofiltro utilizando 
tubo corrugado como meio suporte para Aspergillus brasiliensis e 
Penicillium citrinum isolados de região contaminada por estes 
elementos 

Zn 0h 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 

BIOFILTRO A 
P. citrinum 5,000 3,315 2,749 2,436 2,388 2,250 2,428 3,315 

BIOFILTRO B 
A.brasiliensis 5,000 3,585 3,528 3,738 3,680 3,178 3,478 3,585 

 

Foi feita a análise de variância para variável resposta remoção de cobre 

por Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de região 

contaminada (Tabela 32). 
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Tabela 32 Análise de variância para variável resposta remoção de cobre por 
Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de região 
contaminada 

FV GL SQ QM F p-valor 

Fungo 1 36,81 36,81 1666,12 0,0001 

Tempo 5 10,43 2,09 94,42 0,0001   

Fungo X Tempo 5 8,12 1,62 73,52 0,0001  

Erro 36 0,80 0,02   

Total 47 56,16    

 

O teste F, a 5% de significância, foi significativo para a interação dupla 

fungo x tempo. Logo, se procedeu ao desdobramento do fator fungo dentro dos 

níveis de tempo (Tabela 31). 

 

Tabela 33 Teste de médias para o desdobramento do fator fungo dentro dos 
níveis de tempo (12 a 120 horas) para o elemento cobre 

Tempo 12 h   24 h   48 h   72 h   96 h   120 h   

P. citrinum 5,58 a 5,19 a 4,69 a 4,42 a 3,47 a 3,11 a 

A. brasiliensis 6,21 b 6,22 b 6,20 b 6,16 b 6,12 b 6,06 b 

Letras seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% 
de significância 
 

 Por meio da análise da Tabela 33, observa-se que o fungo P. citrinum foi 

o que apresentou os melhores resultados na remoção do elemento Cu, em todos 

os tempos avaliados. 

Fez-se a análise de variância para a variável resposta remoção de 

manganês por ambos os fungos estudados (Tabela 34). 
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Tabela 34 Análise de variância para variável resposta remoção de manganês por 
Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de região 
contaminada 
FV GL SQ QM F p-valor 

Fungo 1 3,96 3,96 283,48 0,0001  
Tempo 5 0,51 0,10 7,25 0,0001  
Fungo X Tempo 5 0,09 0,02 1,36 0,26 
Erro 36 0,50 0,01   
Total 47 5,06    

 

O teste F, a 5% de significância, não foi significativo para a interação 

dupla Fungo X Tempo. Logo, procedeu-se à análise individual do fator tempo e 

do fator fungo (Tabela 35). Ambos foram significativos, pelo teste F, a 5% de 

significância. 

 
Tabela 35 Teste de médias para o fator fungo, para o elemento manganês 

P. citrinum 1,87 a 
A. brasiliensis 2,45 b 

Letras seguidas da mesma letra não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de 
significância 

 

Pela análise da Tabela 35, constata-se que o fungo P. citrinum 

apresentou os melhores resultados na remoção do elemento-traço manganês. 

Foi feita a análise de variância para a variável resposta remoção de zinco 

por ambos os fungos estudados (Tabela 36). 
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Tabela 36 Análise de variância para variável resposta remoção de zinco por 
Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum isolados de região 
contaminada 

FV GL SQ QM F p-valor 
Fungo 1 10,53 10,53 60,98 0,0001 
Tempo 5 2,33 0,47 2,70 0,04 
Fungo X Tempo 5 1,48 0,30 1,72 0,16 
Erro 36 6,21 0,17   
Total 47 20,55    

 

O teste F, a 5% de significância, não foi significativo para a interação 

dupla fungo X tempo. Logo, procedeu-se à análise individual do fator tempo e 

do fator fungo (Tabela 37). Ambos foram significativos, pelo teste F, a 5% de 

significância. 
 
Tabela 37 Teste de médias para o fator fungo, para o elemento zinco 

P. citrinum 2,59 a 
A. brasiliensis 3,53 b 

Letras seguidas da mesma letra não diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de 
significância 

 
Pela análise da Tabela 37, observa-se que o fungo P. citrinum 

apresentou os melhores resultados na remoção do elemento-traço zinco. 

Pode-se concluir que, durante todo o experimento, o fungo Penicillium 

citrinum removeu com maior eficiência a maioria dos elementos-traço 

estudados, quando comparado ao fungo Aspergillus brasiliensis. Provavelmente, 

os elementos-traço estudados são sensíveis à variação de pH como a que ocorreu 

no biofiltro inoculado com o fungo Aspergillus brasiliensis. O mesmo fenômeno 

foi observado por Leitão (2009), na captação de Zn +2 por P. digitatum. Neste 

estudo, a remoção de Zn mostrou-se altamente sensível a variações no pH, sendo 

inibida em pH abaixo de 3. 
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Em outro estudo, avaliou-se a biossorção de Cu+2 por Penicillium 

cyclopium. A remoção foi considerada fortemente dependente do pH, da 

quantidade de biomassa e da concentração de íons Cu nas soluções. O processo 

de biossorção foi rápido e, nos primeiros cinco minutos, até 75% do total de íons 

Cu foram depositados na superfície do fungo em estudo (IANIS; TSEKOVA; 

VASILEVA, 2006). 

Say et al. (2001) estudaram o efeito do pH na biossorção de Cd, Pb e Cu 

por Phanerochaete chryosporium. Segundo estes autores, o pH do meio afeta a 

solubilidade dos metais e o estado de ionização dos grupos funcionais 

(carboxilato, fosfato e grupamento amino) presentes na perede celular fúngica. 

Os grupos carboxilatos e fosfatos possuem carga negativa que permitem que 

estes componentes sejam importantes sítios de ligação de cátions. Assim, em pH 

próximo a 6, estes pesquisadores obtiveram maior adsorção destes elementos em 

estudo ao fungo. Foi encontrada uma remoção de 13,24 mg de Cd, 45,25 mg de 

Pd e 10,72 mg de Cu, por grama de biomassa seca. 

Kapoor, Viraraghavan e Cullimore (1999) estudaram a remoção de Pb, 

Ca e Cu por Aspergillus niger em diferentes pHs e a compararam com a 

remoção obtida pelos métodos tradicionais de troca iônica por resina e carvão 

ativado. Observaram que, em pH 5,5, não ocorre a precipitação de tais elementos 

e, dessa forma, o processo de remoção dos mesmos ocorreria, provavelmente, 

devido à adsorção destes à biomassa fúngica. Assim, provavelmente, a remoção 

dos elementos-traço obtidas no presente estudo deve ser resultante dos 

mecanismos de biossorção e bioacumulação, e não de um processo de 

precipitação dos elementos devido a fenômenos físicos.             

Os mesmos autores citados anteriormente concluíram que a remoção dos 

elementos-traço pela biomassa fúngica é superior à obtida em carvão ativado e 

que a remoção por troca iônica em resinas não é eficiente quando os íons Ca+2, 

Mg +2 e K+ estão presentes, como é caso da água residuária do café. Assim, o 
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tratamento destes efluentes com biomassa de fungos do gênero Aspergillus seria 

uma alternativa altamente viável.  

Tsekova, Todorova e Ganeva (2006) obtiveram remoção de 72,8% de 

Cu, 52,3% de Mn+2 e 55,4% de Zn por Aspergillus niger imobilizados em 

alginato de cálcio removeram, e 67,1% de Cu, 44,6% de Mn, 58,5% de Zn, em 

álcool polivinílico + hidrogel (PVA), após 30 minutos de incubação. No trabalho 

realizado por estes autores, a remoção de Cu foi maior do que a do elemento Zn, 

seguido de Mn, diferentemente do obtido no presente trabalho. Além disso, o pH 

em que foi observada maior remoção destes elementos foi o pH 7,5, enquanto 

neste estudo o pH atingido por este fungo foi de 3,1.  

Kapoor e Viraraghavan (1998) estudaram a adsorção Cd, Cu, Pb e Ni por 

biomassa de A. niger imobilizada em polímero (polisulfona) com forma esférica 

em biofiltros de fluxo contínuo e obtiveram remoção de 3,6 mg de Cd, 2,89 mg 

de Cu, 10,05 mg de Pb e 1,08 mg de Ni por grama de biomassa. 

Lourenço (2006) também utilizou tubos corrugados como meio suporte. 

Entretanto, diferente do presente trabalho, concluiu que o processo de adesão de 

microrganismos ao meio suporte foi dificultado pela textura bastante lisa dos 

anéis, apesar da superfície irregular e dos pequenos canais que facilitaram o 

acúmulo dos mesmos. 

Silva (2008) estudou a adsorção de Cu pelo fungo Cladosposporium 

cladosporioides nos mesmos biofiltros utilizados neste estudo, testando, como 

meio suporte, uma variedade de materiais, entre eles o conduíte. Comparando-se 

os materiais empregados, o melhor suporte utilizado foi o conduíte, em razão da 

forma de anel, que facilita o crescimento de hifas em seu interior e a 

consequente fixação do fungo ao suporte. No biofiltro contendo este meio 

suporte, foi observado, em 22 horas, valor máximo de biossorção deste elemento 

de 35,8%. No presente estudo, foi obtida remoção de 40% de Cu por ambos os 

fungos testados com 48 horas de incubação. 
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3.4  Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raio-X 

 

Este método de avaliação da presença de elementos-traço, detecta apenas os 

elementos que estão aderidos à parede celular fúngica, apresentando assim, os 

elementos-traço que foram removidos da solução, pelo processo de biossorção. 

Além disso, esta análise, apesar de fornecer dados quantitativos bem próximos do 

real, não pode ser considerada como uma análise quantitativa, mas apenas 

qualitativa. 

Nos Gráficos 1 a 8 são apresentados os resultados de microscopia eletrônica 

de varredura com microanálise de raios-X dos fungos Aspergillus brasiliensis e 

Penicillium citrinum, isolados de regiões contaminadas e não contaminadas, após o 

contato com o meio de cultura sem adição de elementros-traço (controle) e após o 

contato com meio de cultura com uma solução de elementos-traço (5 mg/L). 

 

Gráfico 1 Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raio-X do 
fungo Aspergillus brasiliensis isolado de região contaminada – 
amostra controle – sem elementos-traço 
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Observa-se, no Gráfico 1, que não houve a formação de picos para os 

elementos Cu, Mn e Zn, indicando que não ocorreu adsorção destes elementos 

por esse fungo. Esse resultado era esperado, uma vez que esta é a amostra 

controle, sem elementos-traço (concentração 0), do fungo Aspergillus 

brasiliensis isolado de região contaminada. 

 

Gráfico 2 Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raio-X do 
fungo Aspergillus brasiliensis isolado de região contaminada – 
amostra em contato com solução dos elementos-traço Cu, Mn e Zn (5 
mg/L) 

 

Pela análise do Gráfico 2 observa-se que houve a formação de picos dos 

elementos Cu e Mn, não ocorrendo o mesmo para o elemento Zn. Estes 

resultados indicam que ocorreu adsorção de Cu e Mn por este fungo.  
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Gráfico 3 Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raio-X do 
fungo Aspergillus brasiliensis isolado de região não contaminada  – 
amostra controle – sem elementos-traço 

 

Pode-se observar, no Gráfico 3, que não houve a formação de picos dos 

elementos Mn e Zn, e ocorreu um ligeiro pico do elemento cobre, indicando que 

não houve adsorção destes elementos por esse fungo. Esse resultado era 

esperado, uma vez que esta é a amostra controle, sem elementos-traço 

(concentração 0), do fungo Aspergillus brasiliensis isolado de região não 

contaminada. 
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Gráfico 4 Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raios-X do 
fungo Aspergillus brasiliensis isolado de região não contaminada – 
amostra em contato com solução dos elementos-traço Cu, Mn e Zn (5 
mg/L) 

 

Pela analise do Gráfico 4, pode-se observar que houve formação de 

picos dos elementos Cu e Mn, fato não observado para o elemento Zn, indicando 

que ocorreu a adsorção destes dois primeiros elementos pelo fungo avaliado.  
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Gráfico 5 Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raios-X do 
fungo Penicillum citrinum isolado de região contaminada – amostra 
controle – sem elementos-traço 

 

Pelo Gráfico 5 observa-se que não houve a formação de picos dos 

elementos Cu, Mn e Zn, indicando que não houve adsorção destes elementos por 

esse fungo. Esse resultado era esperado, uma vez que esta é a amostra controle, 

sem elementos-traço (concentração 0), do fungo Penicillum citrinum isolado de 

região contaminada. 
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Gráfico 6 Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raios-X do 
fungo Penicillum citrinum isolado de região contaminada – amostra 
em contato com solução dos elementos-traço Cu, Mn e Zn (5 mg/L) 

 

No Gráfico 6, observa-se que houve a formação de picos dos elementos 

Cu, Mn e uma ligeira formação de pico para o elemento Zn, indicando que 

ocorreu adsorção destes elementos por este fungo.  
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Gráfico 7 Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raios-X do 
fungo Penicillum citrinum isolado de região não contaminada  – 
amostra controle – sem elementos-traço 

 

A avaliação dos dados do Gráfico7 permite constatar que não ocorreu a 

formação de picos dos elementos Mn e Zn, indicando que não houve adsorção 

destes elementos por esse fungo. Esse resultado era esperado, uma vez que esta 

amostra é a controle, sem elementos-traço (concentração 0), do fungo Penicillum 

citrinum isolado de região não contaminada. O pequeno pico de cobre formado 

não era esperado neste resultado, entretanto, deve ter ocorrido devido a 

determinados componentes presentes no meio de cultura.  
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Gráfico 8 Microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raios-X do 
fungo Penicillum citrinum isolado de região não contaminada – 
amostra em contato com solução dos elementos-traço Cu, Mn e Zn (5 
mg/L) 

 

A análise do Gráfico 8 revela que houve formação de picos dos 

elementos Cu, um ligeiro pico de Mn e não houve formação de pico para o 

elemento Zn, indicando que ocorreu a adsorção destes dois primeiros elementos 

pelo fungo em estudo.  

Purchase et al. (2009) também utilizaram a microscopia eletrônica de 

varredura com microanálise de raios-X para mostrar a adsorção de Pb pelo fungo 

Beauveria bassiana e concluíram que o processo de adsorção é um dos 

mecanismos responsáveis pela remoção de Pb do ambiente por este fungo. 

Velmurugan et al. (2010) utilizaram a microscopia eletrônica de 

varredura com microanálise de raios-X para a observação de nanocristais de Zn 

adsorvidos à biomassa de Fusarium spp. Os cristais formados no trabalho citado 

tinham formato uniforme e morfologia circular, diferentemente do resultado 
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obtido neste trabalho, no qual não houve formação de cristais de elementos-

traço. Segundo os mesmos autores, a formação de nanocristais com morfologias 

diferentes em diferentes linhagens fúngicas se deve à produção de proteínas 

pelas células fúngicas a que os elementos-traço aderem e, assim, são adsorvidos 

à parede celular. Assim, a forma apresentada pela nanocristal é diretamente 

dependente do tipo de proteína produzida e liberada no meio. Neste estudo, não 

foi observada a presença de cristais aderidos à biomassa fúngica. 

Após avaliação dos resultados obtidos neste estudo, observa-se que não 

há evidências para a conclusão de que o processo de biossorção foi maior do que 

a absorção. Pode-se apenas afirmar, com base nos gráficos fornecidos pela 

microscopia eletrônica de varredura com microanálise de raio-X, que a 

biossorção é um dos mecanismos físicos responsáveis pela diminuição da 

concentração dos elementos-traço avaliados neste estudo.  

Apesar de os gráficos formados após a microanálise de raios-X não 

apresentarem resultados quantitativos, mas apenas qualitativos, pode-se observar 

que o pico formado no gráfico de todos os fungos testados do elemento-traço Zn 

foi muito pequeno em relação aos outros elementos-traço avaliados. Esse 

resultado pode, aparentemente, contrastar com os testes anteriores 

(espectofotometria de absorção atômica), em que o Zn foi um dos elementos que 

foram removidos com maior eficiência pelo fungo Aspergillus brasiliensis. 

Entretanto, este elemento deve ter sido absorvido pelas células fúngicas, uma 

vez que é muito importante em várias funções enzimáticas, mostrando, assim, 

que ambos os processos de biossorção e absorção desempenham papel 

importante na remoção de elementos-traço do ambiente. O mesmo processo 

pode ter ocorrido com os outros elementos-traço, entretanto, como pode ser 

observado no gráfico, grande parte ficou aderida à parede celular fúngica. 
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4 CONCLUSÕES 

 

 Os fungos estudados, Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum, 

foram tolerantes aos elementos (Cu. Mn e Zn) e às concentrações testadas (0,5, 1 

e 5 mg/L). Entretanto, conforme o esperado, as linhagens isoladas de regiões 

contaminadas apresentaram maior tolerância a estes elementos em relação às 

isoladas de ambientes não contaminados. 

Com relação ao teste de remoção em escala laboratorial (pH 5), as 

linhagens dos fungos em estudo responderam diferentemente aos elementos 

testados (independente de sua origem).  

No teste em biofiltros (pH6), o fungo Penicillium citrinum  foi a espécie 

que apresentou melhores resultados na remoção dos elementos-traço testados.  

As análises de microscopia eletrônica de varredura com microanálise de 

raios-X foram capazes de comprovar a adsorção dos elementos-traço à parede 

celular fúngica. No entanto, a remoção dos elementos-traço também pode estar 

relacionada à absorção dos elementos pelas células fúngicas em estudo. 
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