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RESUMO 
 
A remoção de metais empregando microrganismos selecionados tem se tornada promissora, já que os mesmos 
apresentam alta seletividade e taxa de remoção. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a remoção de 
cádmio via bioprocesso submerso por fungos filamentosos. Os microrganismos utilizados foram fungos 
filamentosos do gênero Aspergillus ssp, identificados por O-3 e O-8, e do gênero Trichoderma sp, identificado 
como E-19. O meio de cultivo foi composto por 10 % de farelo de trigo, 10 % de solução salina, 4,5 % de 
extrato de levedura, 2 % de óleo de soja e 10 mg/L ou 20 mg/L de cádmio. Os experimentos foram realizados 
em erlenmeiers a 30 ºC durante 7 d em agitador orbital. Alíquotas foram coletadas nos tempos inicial e final do 
bioprocesso para a determinação da remoção do metal. Amostragens nos tempos 0, 1, 2, 3 5 e 7 d foram 
realizadas para determinação da atividade emulsificante dos meios, a qual indica a produção de 
biossurfactantes pelos microrganismos. Os fungos O-3 e O-8 apresentaram 100 % de remoção do metal 
adicionado aos meios de cultivo na fermentação submersa, sendo estas remoções superiores que as obtidas por 
uma espécie de Thrichoderma (46-49%). Durante os processos de biossorção, foi observada a produção de 
biossurfactantes pelos microrganismos estudados, demonstrando a importância destes compostos nos processos 
de remoção de metais de meios líquidos.  
Palavras-chave: bioprocesso submerso, fungos, remoção de metal 
 
 

ABSTRACT 
 
The removal of metals using selected microorganisms has made promising, since they present high selectivity 
and rate of removal. The aim of this work was to evaluate the removal of cadmium via submerged bioprocess 
for filamentous fungi. The microorganisms used were filamentous fungi of the genus Aspergillus spp, identified 
by O-3 and O-8, and of the genus Trichoderma sp, identified as E-19. The culture medium was composed of 
10% wheat bran, 10% of saline solution with micronutrients, 4.5% of yeast extract, 2% of soybean oil and 10 
mg/L or 20 mg/L of cadmium. The experiments were performed in erlenmeiers at 30° C for 7 d in a shaker. 
Aliquots were collected at beginning and end of the bioprocess for the determination of metal removal. 
Sampling at 0, 1, 2, 3, 5 and 7 d were performed to determine the emulsifying activity of the media, which 
indicates the production of biosurfactants by microorganisms. The Aspergillus strains showed 100% removal of 
the metal added to the culture medium in submerged fermentation, superior than Thrichoderma (O-3 and O-8) 
removals (46-49%). During the process of biosorption, we observed the production of biosurfactants by the 
microorganisms studied, demonstrating the importance of these compounds in the process of removal of metals 
from liquid media. 
Keywords: submerged bioprocess, fungi, metal removal 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A contaminação de águas e solos por metais tóxicos é um grave problema ambiental (DAS et 
al., 2008). Os metais tóxicos podem provocar problemas de toxicidade aos organismos expostos a eles 
(KORF et al., 2008), pois, apresentam alto tempo de meia vida, permanecendo ativos no meio 
ambiente, e por possuírem alta capacidade de acumulação no corpo humano (JIMENEZ et al., 2004).  
Segundo Freitas e Melnikov (2006), os efeitos da bioacumulação em longo prazo nem sempre são 
previsíveis, principalmente no caso de compostos como o cromo, que não se decompõem, ou que 
apresentam baixa degradabilidade, acumulando-se no meio ambiente, podendo atingir a cadeia 
alimentar (MERLINO et al., 2010). 

Dentre os metais pesado o cádmio, é muito utilizado em vários processos industriais, sendo 
extremamente tóxico em baixas concentrações causando sérios problemas de saúde (GAAD, 1990). O 
metal cádmio se apresenta nas águas naturais devido às descargas de efluentes industriais, 
principalmente as galvanoplastias, produção de pigmentos, soldas, equipamentos eletrônicos, 
lubrificantes e acessórios fotográficos. É também usado na formulação de produtos inseticidas. A 
queima de combustíveis fósseis consiste também numa fonte de cádmio para o ambiente (CETESB, 
2007). Os efeitos prejudiciais do cádmio na saúde incluem uma série de desordens crônicas, como a 
doença de itai-itai , danos renais, enfisemas, hipertensão e atrofia testicular (LEYVA-RAMOS et al., 
1997). 

Diante da crescente geração de efluentes, faz-se necessária a busca de alternativas que sejam 
eficientes tecnicamente, economicamente e que ao mesmo tempo sejam menos poluentes 
(QUINTELAS et al., 2008). Vários métodos vêm sendo utilizados para remoção de íons metálicos de 
soluções, tais como precipitação química (JANEGITZ et al., 2007; MATLOCK et al., 2002), troca 
iônica (DABROWSKI et al., 2004), adsorção (ANDRABI, 2011; DETCHEVA et al., 2011, 
MOHAMMAD et al., 2010), tratamento eletroquímico (HUNSOM et al., 2005), mas nem sempre são 
eficientes e apresentam-se com elevado custo (DAS et al., 2008), principalmente quando aplicados a 
soluções diluídas de metais (QUINTELAS et al., 2008). Portanto, a busca de novas tecnologias de 
tratamento desses efluentes que apresente vantagens em relação ao custo-benefício do processo vem 
direcionando ao aumento no interesse sobre o processo de biossorção (DAS et al., 2008).  

A biossorção consiste na absorção de metais tóxicos por microrganismos (biomassa) vivos ou 
mortos (QUINTELAS et al., 2008).  De acordo com Pietrobelli et al. (2009), a biossorção é uma 
alternativa eficaz aos tratamentos de efluentes convencionais já utilizados, pois, os microrganismos 
retém os metais promovendo uma auto-regeneração do efluente e qualificando o processo. Assim, o 
processo da biossorção surge como uma tecnologia promissora e em atual expansão em relação à sua 
aplicação no tratamento e polimento final de efluentes contendo metais tóxicos (MÓDENES et al., 
2009; KRATOCHVIL et al., 1998).  

Diferentes materiais biológicos vêm sendo empregados visando a biossorção de metais tóxicos, 
tais como biomassas de bactérias (WIERZBA, 2010; CHEN et al., 2009; MESQUITA et al., 1998), 
fungos (AKAR E TUNALI et al., 2006; FRANCO et al., 2004), algas (SARAVANAN et al., 2009; 
CRUZ et al., 2004; COSTA et al., 1994) e macrófitas aquáticas (LIMA et al., 2011).  

Os biossurfactantes são moléculas tensoativas produzidas por microrganismos que apresentam 
aplicações em biorremediação (NITSCHKE e PASTORE, 2002) podendo auxiliar também nos 
processos de remoção de metais pesados de meios líquidos por microrganimos (MULLIGAN et al., 
2001). Objetivou-se a remoção de cádmio por fungos filamentosos em bioprocesso submerso e a 
concomitante produção de biossurfactantes. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
 
2.1 Microrganismos 
 

Os microrganismos utilizados foram fungos filamentosos do gênero Aspergillus ssp 
identificados por O-3 e O-8 e do gênero Trichoderma sp identificado como E-19. Os fungos 
identificados com a inicial “O” foram isolados de solo contaminado com óleo diesel e os com inicial 
“E” foram isolados de efluentes de laticínios por COLLA et al. (2009). 

 
 

2.2 Manutenção do microrganismo e preparo do inóculo 
 

Os microrganismos foram mantidos em laboratório cultivados em ágar-batata-destrose (ABD) 
em placas de Petri e refrigerados a 4°C. Para a ativação dos fungos, estes foram repicados para placas 
de Petri com 30 mL de meio de cultivo ABD e incubados a 30°C durante 7 d. Os esporos fúngicos 
foram utilizados para a inoculação dos meios de cultivo.  

 
 

2.3 Preparo do meio de cultivo líquido contendo cádmio 
 
O meio de cultivo foi composto por 10 % de farelo de trigo, 10 % de solução salina, 4,5 % de 

extrato de levedura como fonte de nitrogênio, 2 % de óleo de soja como fonte de carbono adicional e 
10 mg/L ou 20 mg/L de cádmio. A solução salina objetiva a adição de micronutrientes, sendo 
composta por KH2PO4 – 2 g/L; MgSO4 – 1g/L e solução traço – 10 mL/L, sendo a solução traço 
composta por FeSO4.7H2O – 0,63 mg; MnSO4 – 0,01 mg; ZnSO4 – 0,62 mg e água destilada ate o 
volume de 1 L. O óleo de soja foi adicionado a fim de estimular a produção de biossurfactantes pelos 
microrganismos. 

O meio foi preparado pelo cozimento do farelo de trigo a 100°C em água destilada durante 30 
min, seguido de filtração. Ao filtrado foi adicionada a solução salina, as fontes de nitrogênio e 
carbono e a solução padrão de cádmio, além da água destilada necessária para completar o volume 
final do meio. O pH do meio foi ajustado para 7,0 através da adição de H2SO4 (1,5 mol/L) e 
autoclavado. O meio estéril foi distribuído em erlenmeiers de 300 mL estéreis em um volume inicial 
de meio de 100 mL.  

 
 

2.4 Inoculação e incubação 
 
A inoculação dos meios foi realizada utilizando áreas circulares de 2 cm de diâmetro do 

crescimento fúngico das placas de Petri contendo o meio ABD. Os erlenmeiers contendo o meio 
inoculado foram incubados a 30 ºC durante 7 d em agitador orbital, com agitação de 120 rpm.  

Alíquotas foram coletadas nos tempos inicial e final do bioprocesso para a determinação da 
concentração de cádmio presente e avaliação do processo de remoção. Também foram realizadas 
coletas de amostras nos tempos 0, 1, 2, 3, 5 e 7 d para extração do biossurfactante. 
 
2.5 Delineamento experimental 

 
Foram realizados experimentos com 3 fungos filamentosos Aspergillus cepas O-3 e O-8 e 

Thrichoderma cepa E-19 e duas concentrações iniciais de cádmio no meio (10 e 20 mg/L). Os 
experimentos foram realizados em duplicata, totalizando 12 experimentos. 
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2.6 Determinação da absorção do metal 

 
As amostras para análises da absorção do metal foram digeridas pelo Método 30 50B (U. S. 

Environmental Protection Agency) e as concentrações determinadas através de absorção atômica 
(espectrofotômetro Analyst 200-Perkin Elmer), no Laboratório de Solos da Universidade de Passo 
Fundo. 

 
 

2.7 Extração do biossurfactante e determinação da atividade emulsificante 
 
As alíquotas retiradas periodicamente de cada experimento foram centrifugadas durante 30 

min a 4000 rpm para remoção da biomassa fúngica e o sobrenadante obtido utilizado como extrato 
para a determinação da atividade emulsificante dos meios. A atividade emulsificante (AE) óleo em 
água (O/A) dos extratos foi determinada segundo metodologia proposta por Martins et al. (2007), 
sendo calculada através da Equação 1. Em tubos de ensaio adicionou-se 3,5 mL do meio de 
fermentação livre de células diluído (D=10) 1:10 e 2 mL de óleo de milho. A mistura foi agitada em 
agitador Vórtex a 700 rpm por 1 min. Após 60 min de repouso foi lida a absorbância do meio 
emulsificado óleo em água em espectrofotômetro a 610 nm. Um branco foi realizado como controle, 
utilizando água ao invés do meio de fermentação. Os resultados foram expressos em EU (unidades de 
emulsificação). 

 
AE O/A = (ABS amostra – ABS branco).D  (1) 

 
Os resultados de atividade emulsificante foram submetidos à Análise de Variância e Teste de 

Tukey para comparação de médias a 5% de significância. 
 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 
A Tabela 1 apresenta a concentração de Cd (mg/L) presente nos meios da fermentação 

submersa com os fungos E-19, O-8 e O-3, determinada através de absorção atômica, nos tempos 
inicial e final de fermentação. 

 
Tabela 1: Absorção de cádmio em função do tempo 

                       Concentração Cd (mg/L) 

Fungos Inicial Final 

Remoção de 
Cádmio (%) 

E-19 10,1 5,3 46 

 20,7 10,0 49 

O-8 10,1 ND 100 

 20,7 ND 100 

O-3 10,1 ND 100 

 20,7 ND 100 
*ND: Não detectado 
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Os experimentos realizados com o fungo Trichoderma E-19 apresentaram concentrações de 
cádmio no meio de cultivo ao final da fermentação acima dos limites estabelecidos pela Resolução 
Conama nº 357/05, que é de 0,001 mg/L, sendo as remoções finais de 46% e 49% para as 
concentrações de 10 mg/L e 20 mg/L, respectivamente. Já os fungos filamentosos O-8 e O-3, ambos 
do gênero Aspergillus apresentaram as maiores remoções de cádmio, de 100 %, independente das 
concentrações iniciais de cádmio utilizadas (10 mg/L ou 20 mg/L). A remoção Cd por espécies de 
Aspergillus é relatada com freqüência na literatura. Por exemplo, Al-Garni et al. (2009) estudaram a 
biossorção Cd de meios de cultivo por 19 espécies fúngicas, sendo que uma cepa de Aspergillus 
fumigatus apresentou potencial para sobrevivência em meios contendo até 1 mg/mL de cádmio. O 
microrganismo inativado através de métodos químicos também apresentou potencial de biossorção de 
Cd. Sun et al. (2010) citaram a remoção de Pb+2, Hg+2 e Cd+2 por células de Aspergillus terreus 
imobilizadas em suportes. 

A Tabela 2 apresenta as atividades emulsificantes óleo em água (AEO/A) (UE) em função do 
tempo de cultivo (d), obtidas nos cultivos submersos com fungos filamentosos na presença 10 mg/L e 
20 mg/L de cádmio. A análise de variância dos resultados de atividade emulsificante está apresentada 
na Tabela 3.  

 
Tabela 2: Atividades Emulsificantes óleo em água (UE) ao longo do tempo de fermentação e condições experimentais 

Fungo Thrichoderma E-19 Aspergillus O-8 Aspergillus O-3 
[Cd]0(mg/L)  10  20 10 20 10 20 

0 d 1,56±0,53efgh 1,45±0,32fgh 1,56±0,53 efgh 1,45±0,32fgh 1,56±0,53 efgh 1,45±0,32fgh 
1 d 1,11±0,81gh 3,26±0,0defg 2,28±0,15efgh 0,13±0,04h 2,45±1,12efg 2,92±0,29defg 
2 d 2,26±1,06efgh 3,59±0,34cdef 7,98±0,82a 7,48±0,23ab 2,04±0,66efgh 2,87±0,04defg 
3 d 1,44±0,75 fgh 1,51±0,52fgh 7,21±1,15ab 2,38±0,63efg 1,76±0,33efgh 1,15±0,31gh 
5 d 1,24±0,26fgh 2,42±0,17efg 1,57±0,56 efgh 2,17±0,09efgh 2,66±0,26efg 1,06±1,28hg 
7 d 1,72±0,18efgh 2,69±0,81defg 3,74±0,12cde 5,54±0,41bc 3,14±0,59defg 4,76±0,15cd 

* Resultados de média ± desvio padrão. Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenças significativas a um 
nível de significância de 5%. [Cd]0= concentração inicial de cádmio nos cultivos 
 

Tabela 3: Análise de variância dos resultados de Atividade Emulsificante O/A 

Fonte de variação 
Soma dos 
Quadrados 

Graus de 
Liberdade 

Quadrado 
Médio 

Valor F 
Nívelde 

significância (p) 
Média 497,4532 1 497,4532 1807,193 0,000000 

Fungo (X1) 32,5236 2 16,2618 59,077 0,000000 
[Cd] inicial (mg/L) (X2) 0,7852 1 0,7852 2,853 0,100120 

Tempo (d) (X3) 74,9822 5 14,9964 54,480 0,000000 
X1.X2 13,8780 2 6,9390 25,209 0,000000 
X1.X3 74,9152 10 7,4915 27,216 0,000000 
X2.X3 19,1338 5 3,8268 13,902 0,000000 

X1.X2.X3 14,9897 10 1,4990 5,446 0,000077 
Erro 9,6342 35 0,2753   

 
Verificou-se que as variáveis fungo e tempo de cultivo foram significativas (p<0,05, Tab.3) 

sobre a atividade emulsificante O/A obtida nos cultivos submersos. Como a interação de terceira 
ordem entre as variáveis foi significativa, esta foi considerada para a realização do teste de Tukey a 
5% de significância, obtendo-se as comparações entre médias mostradas na Tabela 2.  

As médias de atividade emulsificante para as condições experimentais testadas foram 
apresentadas na Figura 1, verificando-se que as maiores atividades emulsificantes (7,2 a 7,9 UE) 
foram obtidas pelo fungo Aspergillus O-8, entre o segundo e terceiro dias de fermentação, 
independente da concentração inicial de Cd presente no meio de cultivo.  
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A atividade emulsificante é um indício da produção de biossurfactantes pelos microrganismos, 
uma vez que estes compostos, por serem constituídos de porções polares e apolares nas moléculas, são 
capazes de ocasionar a emulsificação de sistemas bifásicos constituídos por óleo e água, como é o 
caso das emulsões formadas a partir do teste de emulsificação. Comparando-se os resultados de 
atividade emulsificante com os resultados de remoção de metais, verifica-se que este fungo apresentou 
100% de remoção de Cd do meio de fermentação.  

Segundo Miller et al. (1993) os biossurfactantes apresentam potencial para aumentar as 
eficiências de remoção de metais em solos por facilitarem processos de sorção, transferência de massa 
e resistência ao transporte em fase aquosa. A adição de biossurfactantes pode promover a desorção de 
metais pesados de fases sólidas através da complexação das formas livres dos metais em solução ou 
pela acumulação dos biossurfactantes na interface líquido-sólido causada pela redução das atividades 
interfaciais, o que promove um contato direto entre os biossurfactantes e os metais. Ainda, Valdman et 
al. (2005) demonstraram que um exopolissacarídio extraído do microrganismo Serratia sp, com 
atividade biossurfactante, apresentou elevada eficiência na remoção de Cd de meios líquidos. Os 
experimentos foram realizados com 50 mg/L de Cd2+ e 0.1 g/L do biossurfactante previamente 
purificado, obtendo-se remoções da ordem de 170 mg de Cd/g de biossurfactante.  

Entretanto, verificou-se que o fungo Aspergillus O-3, embora não tenha apresentado elevadas 
atividades emulsificantes, também apresentou remoções totais do metal dos meios de cultivo. Isto 
pode ser justificado pelo de determinados biossurfactantes serem produzidos no meio intracelular sem 
serem excretados para o meio. 

 

  
Figura 1: Atividade emulsificante O/A (UE) versus tempo de cultivo nos meios com concentrações iniciais de cádmio de 

(a) 10 mg/L e (b) 20 mg/L. ▲fungo E-19; • fungo O-8; ♦ fungo O-3. 
 
 

 
4. CONCLUSÃO 
 

Este trabalho apresenta dados importantes acerca da capacidade de fungos filamentosos para a 
remoção de Cd de meios líquidos. Dos gêneros estudados, espécies de Aspergillus apresentaram 
maiores remoções de Cd (100%) do que uma espécie de Thrichoderma (O-3 e O-8). Durante os 
processos de biossorção, foi observada a produção de biossurfactantes pelos microrganismos 
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estudados, demonstrando a importância destes compostos nos processos de remoção de metais de 
meios líquidos.  
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