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RESUMO 

Os metais pesados são alguns dos contaminantes ambientais antropogênicos mais persistentes 

e potentes, representando elevado risco ecológico e para a saúde humana, devido a seus 

efeitos tóxicos e a capacidade de bioacumular ao longo da cadeia alimentar. Com avanço da 

industrialização, a quantidade de cromo nos ecossistemas aquáticos e terrestres aumentou, 

tornando-se uma preocupação global, devido aos diversos efeitos tóxicos, mesmo em baixas 

concentrações. Devido a isso, a remoção deste metal pesado de águas residuárias é de extrema 

importância para proteção da saúde e do meio ambiente. Neste sentido, buscando uma 

alternativa a tratamentos físico-químicos para remoção de cromo hexavalente de efluente de 

curtume, propõe-se a biorremediação usando cepas dos fungos Penicillium commune, 

Fusarium equiseti e Paecilomyces lilacinus. As estirpes fúngicas foram submetidas a ensaios 

de tolerância ao Cr (VI) através da exposição a 150 mg.L-1, posteriormente foram feitas 

análises de microscopia ótica e identificadas possíveis alterações estruturais causadas pelo 

estresse em decorrência da presença de composto tóxico. Foi possível observar alterações, 

como inchaço da parede celular e formação de vacúolos. Ainda, as cepas fúngicas foram 

submetidas a diferentes concentrações de Cr (VI) visando avaliar o comportamento dos 

mecanismos de defesa das células fúngicas, que foram identificados como extracelular, por 

processo de biossorção, e intracelular, por formação de vacúolos, biotransformação, quelação 

por proteínas, entre outros. Tendo em vista os resultados obtidos, foram realizados testes para 

substituição da fonte de glicose do meio fermentativo por hidrolisado de cana-de-açúcar, 

buscando uma alternativa ao uso da glicose comercial. Os resultados foram satisfatórios, visto 

que mesmo na presença de interferentes, os fungos foram capazes de metabolizar a glicose do 

meio, aumentando a biomassa. Por fim, a biorremediação do efluente de curtume foi realizada 

por três experimentos, o primeiro na presença de glicose e sais, o segundo apenas o efluente, e 

um terceiro com hidrolisado. Apesar de ter ocorrido a redução da concentração de Cr (VI) no 

efluente, as concentrações que permaneceram ainda são tóxicas, sendo de 3,40 ± 0,61 mg 

Cr6+.L-1 para o fungo FE e 3,14 ± 0,31 mg Cr6+.L-1 para o fungo PL na presença de 

hidrolisado, e 2,56 ± 0,08 mg Cr6+.L-1 para o fungo PC na ausência de nutrientes, sendo tóxico 

para o meio ambiente e não se enquadrando no previsto pela legislação brasileira. Neste 

sentido, são propostos estudos de melhoramento do processo por meio de fluxo contínuo de 

nutrientes, visto que os mecanismos de defesa intracelulares, dependentes do metabolismo, 

são ativados no processo de redução da concentração de compostos tóxicos, e o aumento da 

biomassa fúngica faz com que ocorra com maior efetividade o biosequestro dos íons 

metálicos do meio. 

Palavras-Chave: Biotransformação. Biosequestro. Hidrolisado. Biorremediação. 
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ABSTRACT 

Heavy metals are some of the most persistent and potent anthropogenic environmental 

contaminants, representing a high ecological and health risk, mainly leading to toxic effects 

and the ability to bioaccumulate along the food chain. As industrialization progresses, the 

amount of chromium in aquatic and terrestrial ecosystems has increased, becoming a global 

concern due to the various toxic effects even at low concentrations. Due to this, the removal 

of this heavy metal from wastewater is extremely important for the protection of health and 

the environment. In this sense, searching for an alternative to physical-chemical treatments for 

the removal of hexavalent chromium from tannery effluent, we propose in this study 

bioremediation using strains of the fungi Penicillium commune, Fusarium equiseti and 

Paecilomyces lilacinus. The fungal strains were submitted to tests of tolerance to Cr6+ through 

exposure to 150 mg.L-1, later optical microscopy analysis and possible structural alterations 

caused by the presence of the toxic compound were identified, where it was possible to 

observe some changes as swelling of the cell wall and formation of vacuoles. In addition, 

fungal strains were submitted to different concentrations of Cr (VI) in order to evaluate the 

behavior of fungal cell defense mechanisms, which were identified as extracellular, by 

biosorption and intracellular processes, by formation of vacuoles, biotransformation, chelation 

by proteins, among others. Considering the results obtained, tests were carried out to 

substitute the glucose source of the fermentation medium for sugarcane hydrolysate, seeking 

an alternative to the use of commercial glucose. The results were satisfactory, since even in 

the presence of interferences, the fungi were able to metabolize glucose from the medium, 

increasing the biomass. Finally, the bioremediation of the tannery effluent was carried out by 

three experiments, the first in the presence of glucose and salts, the second only the effluent, 

and a third with hydrolysate. Although the concentration of Cr (VI) in the effluent decreased, 

the concentrations that remained were still toxic, being 3.40 ± 0.61 mg Cr6+.L-1 for the fungus 

FE and 3.14 ± 0, 31 mg Cr6+.L-1 for the fungus PL in the presence of hydrolysate, and 2.56 ± 

0.08 mg Cr6+.L-1 for the PC fungus in the absence of nutrients, being toxic to the environment 

and not provided for by Brazilian law. In this sense, process improvement studies are 

proposed through continuous flow of nutrients, since intracellular defense mechanisms, 

dependent on metabolism, are activated in the process of reducing the concentration of toxic 

compounds, and the increase of fungal biomass causes that the biosequestration of the 

metallic ions in the medium occurs more effectively. 

 

Keywords: Biotransformation. Biosequestration. Hydrolysate. Bioremediation 
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1 INTRODUÇÃO 

 Nas últimas décadas, com o crescente desenvolvimento da industrialização e intensa 

urbanização, a geração de efluentes industriais com alta concentração de metais pesados 

tornou-se um problema de poluição ambiental (KANG; SO, 2016; HUANG et al., 2017). 

Altas concentrações destas substâncias tóxicas são introduzidas no meio ambiente por meio 

de despejos de efluentes de indústrias de mineração, metalúrgica, fundição de metais, 

curtimento, etc. (KANG; SO, 2016). Este fato tornou-se uma questão crítica em estudos 

ambientais, visto que pequenas concentrações destas substâncias possuem grande capacidade 

de bioacumulação no ambiente (TAHERI et al., 2017). 

 Os metais pesados estão entre as substâncias tóxicas que mais causam problemas 

ambientais. O acúmulo nos solos e cursos hídricos é uma grande preocupação visto que não 

são substâncias biodegradáveis e quando excedem valores limites de concentração no meio 

causam efeitos extremamente tóxicos a organismos vivos (REHMAN et al., 2017; 

KRISHNA; MOHAN, 2016). 

 Como um dos íons de metais pesados mais utilizados em processos industriais, o 

Cromo Hexavalente (Cr (VI)) é uma substância de alta toxicidade mesmo em baixas 

concentrações (LUO et al., 2017). As características de alta solubilidade, não-biodegradação e 

biomagnificação fazem com que este metal seja considerado um potente agente carcinogênico 

que por meio da modificação do processo de transcrição do DNA gera aberrações 

cromossômicas (DAI et al., 2015; LUO et al., 2017).  

 A Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos relacionou 17 substâncias 

químicas que representam as maiores ameaças a saúde humana, dentre as quais o cromo e 

seus compostos são citados. Esta toxicidade é função de seus estados de oxidação, sendo que 

os compostos (+VI) são aproximadamente 500-1000 vezes mais tóxicos do que em estado de 

oxidação (III) (MALAVIYA; SINGH, 2011). Ainda assim, a legislação é rigorosa para 

eliminação de resíduos contendo Cromo Trivalente (Cr (III)), isso porque a alteração no 

estado de oxidação pode ocorrer por meio de mudanças discretas no meio, resultando na 

presença provável de espécie hexavalente. Além disso, Cr (VI) é encontrado em muitas 

substâncias comerciais com potenciais efeitos adversos de ação imediata em organismos 

vivos, afetando a fisiologia humana e animal, além da capacidade inerente deste metal em 

acumular-se na cadeia alimentar (MALAVIYA; SINGH, 2011). 

 O cromo é utilizado em diferentes aplicações industriais, incluindo as indústrias de 

curtimento de couro, tingimento de tecidos, galvanoplastia e acabamento de metais, 
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resultando em um efluente com carga tóxica pesada, necessitando de tratamento rigoroso 

antes da descarga no ambiente (AGRAWAL; KUMAR; PANDEY, 2006). Atualmente, para 

remoção de metais pesados de efluentes, as indústrias geralmente utilizam métodos 

convencionais químicos e físicos, como precipitação química, oxidação ou redução química, 

troca iônica, filtração, tratamento eletroquímico, osmose reversa, tecnologias de membranas, 

recuperação de evaporação, etc (AHLUWALIA; GOYAL, 2007). 

 Apesar de consolidados, os métodos convencionais de tratamento químicos visam a 

mudança no estado de oxidação da substância convertendo de Cr (VI) para a forma menos 

tóxica e móvel, geralmente o Cr (III) (KIM et al., 2017), tornando estes tratamentos não 

suficientes para a remoção total da carga de poluição podendo ainda serem descarregados no 

ambiente efluentes com alta carga tóxica (LUO et al., 2017). Além disso, são utilizadas altas 

doses de produtos químicos e gastos elevados de energia no processo de tratamento, associado 

ao alto custo econômico e produção elevada de resíduos sólidos com alta concentração de 

metais pesados (NOVAK et al., 2017). Como resultado, as indústrias buscam constantemente 

tecnologias viáveis e acessíveis que possam oferecer a melhor solução em termos de 

eficiência e economia, incentivando o desenvolvimento de soluções e técnicas alternativas, 

economicamente viáveis e ambientalmente seguras (AHMAD; HAYDAR, 2016; HOSSEINI 

et al., 2016). 

 Recentemente, o tratamento biológico de efluentes industriais contaminados com 

metais pesados foi destacado como uma alternativa ao uso de produtos químicos (KIM et al., 

2017). Com alto poder de desintoxicação, a biorremediação de efluentes industriais 

contaminados com metais pesados utilizando microrganismos tolerantes a estas substâncias 

tóxicas está sendo alvo de estudos, como de Sharma e Malaviya (2016) que realizaram um 

estudo com aplicação de quatro cepas fúngicas resistente ao Cr (VI) para biorremediação de 

efluente da indústria de curtume. 

 A tolerância de alguns microrganismos ao cromo e a capacidade de biorremediação 

pode ser explicada a partir de diferentes mecanismos como a acumulação celular, redução 

extracelular, adsorção, redução intracelular seguida de liberação de sal, enzima, entre outros 

(JOUTEY et al., 2013). Os fungos, em específico, possuem propriedades excelentes de 

ligação de metais ao material da parede celular que os permitem tolerar altas concentrações de 

substâncias tóxicas (PRADHAN et al., 2017). Além disso, a atividade mediada por enzimas 

de fungos fornece metabólitos suficientes para tratar efluentes, estas são produzidas durante 

todas as fases do ciclo fúngico como uma resposta ao meio que o microrganismo é exposto e 

podem estar presentes mesmo em baixas concentrações de poluentes (SHARMA; 
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MALAVIYA, 2016). Alguns fungos apresentam maior tolerância e capacidade de 

desenvolvimento em condições adversas, como baixo pH e altas temperaturas, neste contexto 

destacam-se os fungos filamentosos (BLUMER, 2002; SHARMA; MALAVIYA, 2016). 

 Neste sentido, os processos de tratamento biológicos surgem como uma alternativa a 

tratamentos convencionais apresentando vantagens como baixo custo de operação, 

possibilidade de recuperação de metais, regeneração de biomassa e minimização do volume 

de lodo químico gerado (NOVAK et al., 2017). Ainda, diferente de tratamentos químicos, os 

sistemas biológicos não são capazes, sob mudanças de condições do meio, de re-oxidar o Cr 

(III) em Cr (VI), além de ser uma estratégia industrial que promove os benefícios para o meio 

ambiente por meio da redução de agentes químicos e tóxicos para a saúde dos seres humanos 

(JOUTEY et al., 2013; SCARAZZATO et al., 2017). 

 Portanto, buscando uma alternativa ao uso de produtos químicos no tratamento de 

efluentes industriais, esse estudo propôs a utilização de cepas dos fungos Fusarium equiseti, 

Paecilomyces lilacinus e Penicillium commune para aplicação no tratamento biológico de 

efluentes gerados na indústria de curtimento. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 Avaliar o emprego de microrganismos na remediação de efluente da indústria de 

curtume, visando à redução da concentração de cromo hexavalente por meio de tratamento 

biológico. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar o comportamento das estirpes fúngicas na presença de Cr (VI), dando ênfase aos 

mecanismos de defesa dos fungos na presença dos íons metálicos; 

• Determinar a capacidade de biorremediação do efluente de curtume por meio dos fungos 

estudados;  

• Investigar a capacidade de assimilação dos fungos frente a fonte de glicose alternativa 

visando a substituição por subproduto da indústria de cana-de-açúcar.  
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3 METODOLOGIA 

 Neste item serão abordadas as metodologias utilizadas para a realização deste trabalho. 

Visando facilitar o entendimento do processo, um fluxograma foi construído (Figura 1) onde 

o estudo foi subdividido em 3 etapas que buscam compreender os objetivos propostos no 

trabalho. 

 
Figura 1. Fluxograma dos processos realizados neste estudo subdividido em etapas de acordo com os 

objetivos propostos 

Fonte: Autora. 

3.1 MICRORGANISMOS 

3.1.1 Aquisição dos microrganismos 

 Os microrganismos utilizados neste estudo foram Fusarium equiseti, Paecilomyces 

lilacinus e Penicillium commune (Figura 2), isolados por Sharma e Malaviya (2016) e 

identificados como eficientes na biorremediação de efluente de curtume, com alto potencial 

na redução da concentração de Cr (VI). As cepas fúngicas foram obtidas do banco de 

microrganismos Fundação André Tosello – Coleção de Culturas Tropicais.  

    
Figura 2. Cepas fúngicas utilizadas no estudo sendo: (A) Fusarium equiseti; (B) Penicillium 

commune; (C) Paecilomyces lilacinus 

A B C 
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Fonte: Autora  

3.1.2 Meio de cultura 

 Os fungos foram mantidos em meio de cultura Ágar Extrato de Malte (MEA), com pH 

ajustado em 5,6. O meio MEA é constituído por (gmeio.L
-1

H2O): 20 de extrato de malte, 1,0 de 

peptona, 20 de glicose, 20 de ágar. 

3.1.3 Meio fermentativo 

 O meio fermentativo utilizado nos experimentos foi composto por (mmeio/vH2O): 0,25% 

fosfato de potássio (KH2PO4), 0,20% sulfato de magnésio (MgSO4), 0,20% sulfato de amônio 

((NH4)2SO4), 0,50% cloreto de sódio (NaCl), 0,25% glicose, com pH ajustado em 5,6 

(CÁRDENAS-GONZÁLES; RODRIGUEZ, 2010). O ajuste de pH foi feito com adição de 

NaOH 3 M e H2SO4 72%, dependendo do pH inicial da solução. O meio foi então 

autoclavado a 120 ºC, durante 20 minutos a 1 atm. 

3.1.4 Preparo da biomassa fúngica para processo fermentativo 

 O meio fermentativo foi inoculado com biomassa seca. Para tanto, os fungos foram 

repicados em meio MEA e mantidos incubados a 28 ºC por 7 dias. Posteriormente, com 

auxílio de um bisturi, as cepas fúngicas foram raspadas das placas (Figura 3) e transferidas 

para tubos Falcon 15 mL, previamente esterilizados e identificado. 

 
Figura 3. Processo de raspagem do fungo Fusarium equiseti com auxílio de um bisturi, realizado em 

câmara de fluxo 

Fonte: Autora 
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 Após processo de raspagem, os fungos foram mantidos em condições para 

congelamento durante 24 horas. Após o congelamento, as cepas foram liofilizadas num 

Liofilizador (Terroni) (Figura 4). O processo de liofilização foi finalizado quando as amostras 

estavam com aspecto de pó de coloração esbranquiçada, o que foi alcançado 

aproximadamente em 24 horas de processo. Em seguida, as amostras foram armazenadas a 

4ºC até utilização. 

 
Figura 4. Biomassa fúngica durante o processo de liofilização 

Fonte: Autora 

3.1.5 Quantificação da biomassa 

 O crescimento da biomassa fúngica foi avaliado pelo método de massa do micélio 

seco por mL de meio fermentativo (GERN, 2005). Para isso, a massa de células foi separada 

da parte líquida por processo de filtração e mantida na estufa para secagem a 35 °C até peso 

constante.  

 Após este período, as amostras foram pesadas e a biomassa quantificada por meio da 

Equação (1). 

Biomassa (
g

L
) = 

Pesoseco- Pesofiltro+placa (g)

Volume de meio fermentativo (L)
  

Equação (1) 
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 Onde, pesoseco é a massa do papel filtro + placa + biomassa após período de secagem e 

o pesofiltro+placa são as massas da placa de petri e do papel filtro antes do processo de filtragem 

das amostras. 

3.2 EFLUENTE 

3.2.1 Obtenção e armazenamento do efluente 

 O efluente de curtume foi coletado de uma indústria local na seção de descarga de 

efluentes nos tanques de tratamento. A coleta e armazenamento foi realizada em frascos de 

polietileno e refrigerado a 4 °C até a utilização. 

3.2.2 Caracterização físico-química do efluente 

 O efluente de curtume foi analisado quanto a Demanda Química de Oxigênio (DQO), 

Demanda Biológica de Oxigênio (DBO5), Óleos e graxas, Sólidos Totais, Cloretos, 

Condutividade Elétrica (CE), Oxigênio Dissolvido (OD), pH e Cromo (VI). 

 A metodologia utilizada nas análises está descrita no Standard Methods (APHA, 

2001). 

3.3 METODOLOGIA PARA QUANTIFICAÇÃO DE CROMO HEXAVALENTE 

 A concentração de Cr (VI) no meio fermentativo foi quantificada por meio de método 

colorimétrico descrito no Standard Methods utilizando 1,5 difenilcarbazida P.A. 

(C13H14N4O).  

 Este processo de determinação consiste na reação da difenilcarbazida com o Cr (VI) 

em meio ácido, resultando em uma coloração rosa/violeta, sendo esta uma das técnicas mais 

utilizadas para quantificação de Cr (VI) no meio (ALVES, 2010). A reação entre os reagentes 

é rápida e seletiva, e a difenilcarbazida, sob condições ácidas, possui pouca afinidade com 

outros metais, e ainda quando complexa outros elementos a coloração apresentada é diferente, 

isso faz com que os riscos de interferência sejam minimizados pela determinação 

colorimétrica (CONCEIÇÃO, 2006). 

 Para as medidas de concentração de Cr (VI) 10 mL de amostra, previamente filtrada e 

diluída, eram acidificados com adição de ácido sulfúrico 72% até atingir pH 1,0 ± 0,3. 

Posteriormente, eram adicionados 2 mL de solução de difenilcarbazida P.A. e mantido sob 

agitação por aproximadamente 10 minutos até desenvolvimento completo da coloração 

rosa/violeta. Ao final, a medida de absorbância era realizada em espectrofotômetro UV-VIS a 

540 nm. A amostra de referência (branco) foi tratada da mesma maneira que as amostras 
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analisadas, com exceção da adição da solução de difenilcarbazida. 

 Os resultados foram avaliados em relação a uma curva de calibração, absorbância x 

mg Cr6+.L-1, que foi preparada na faixa de 0,05 mg.L-1 a 1,25 mg.L- 1 (Figura 6). Para tanto, 

preparou-se uma solução padrão de Cr (VI) de concentração de 10 mg Cr6+.L-1, sendo diluída 

em balões volumétricos de 25 mL, conforme concentração final necessária. 

 
Figura 5. Sequência de concentrações utilizadas para construção da curva de calibração 

Fonte: Autora 

 Após realização do processo de acidificação descrito anteriormente e adição de 

difenilcarbazida em 10 mL de amostra para mudança de coloração para rosa/violeta (Figura 

5), a medida de absorbância foi feita em 540 nm. Posteriormente, a curva de calibração, 

concentração de cromo versus absorbância, foi construída (Figura 6) e através da análise de 

regressão linear obteve-se a equação da reta e coeficiente de determinação (R²). 

 
Figura 6. Curva de calibração utilizada no estudo como padrão para quantificação de Cr (VI) pelo 

método utilizando 1,5 difenilcarbazida P.A. (C13H14N4O) 

Fonte: Autora 
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 Foram necessárias diluições das amostras para a quantificação do Cr (VI) no meio 

fermentativo e no efluente, considerando que o limite de detecção da curva de calibração foi 

de 1,25 mg Cr6+.L-1. 

3.4 AVALIAÇÃO DA TOLERÂNCIA E REDUÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE CROMO 

HEXAVALENTE PELOS MICRORGANISMOS 

 Os microrganismos foram avaliados quanto a tolerância a presença do metal no meio, 

bem como a capacidade de redução da concentração em meio fermentativo contendo Cr (VI) 

adicionado na forma de solução de dicromato de potássio (K2Cr2O7). 

3.4.1 Tolerância a presença de cromo hexavalente 

 A capacidade de um organismo tolerar a presença de metais é definida como a 

habilidade de sobreviver à toxicidade do composto utilizando mecanismo de defesa, seja extra 

ou intracelular, em resposta ao composto estressante (MOHAMMADIAN et al., 2017). Neste 

sentido, visando avaliar a capacidade de tolerância das cepas fúngicas frente a presença de Cr 

(VI) no meio, testes de tolerância foram realizados. 

  Os fungos foram inoculados em erlenmeyers contendo 150 mL de meio fermentativo, 

preparado conforme item 3.1.3 e suplementado com concentração de 150 mg Cr6+.L-1. O meio 

foi mantido sob agitação em um agitador orbital (New Brunswick™ Innova®) sob condições de 

150 rpm, 28 °C por 72 horas (SHARMA; MALAVIYA, 2016). Posteriormente, uma alíquota 

do meio fermentativo foi gotejada sob placas de petri contendo MEA (Figura 7) e o 

crescimento fúngico foi avaliado com base na observação do crescimento da cepa em 

intervalos de 24 horas por 7 dias (SHUGABA et al., 2010).  



18 

 

 
Figura 7. Procedimento de retirada de uma alíquota do meio fermentativo para transferir para uma 

placa contendo meio MEA e ser possível a avaliação da tolerância dos fungos 

Fonte: Autora 

 Após retirada da alíquota, o meio fermentativo foi filtrado, mantido a 35ºC em estufa 

durante 24 horas. Em seguida, as cepas eram raspadas para tubos Falcon 15 mL previamente 

esterilizados e identificados, e então eram armazenadas a 4ºC até posterior utilização para 

análise microscópica. 

 Após o período de crescimento, constatada a tolerância a presença do metal, os fungos 

previamente secos na estufa e armazenados em tubos Falcon foram reidratados com água 

destilada durante 1 h (m/v). Após esse processo lâminas foram preparadas em triplicatas 

utilizando 0,1 mL da suspensão biológica. As lâminas foram visualizadas e analisadas em 

microscopia ótica (aumento de 400 X). Foram identificadas as hifas filamentosas e seus 

respectivos septos, bem como formação vacuolar, esporos e organização fúngica. Amostras de 

cepas fúngicas sem exposição foram utilizadas como controle das análises de microscopia 

ótica. 

 Os fungos Penicillium commune, Paecilomyces lilacinus e Fusarium equiseti foram 

testados isoladamente. 

3.4.2 Capacidade de redução da concentração de cromo hexavalente 

 As cepas fúngicas foram avaliadas quanto a capacidade de redução da concentração do 
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Cr (VI) em meio fermentativo contendo 8 mg Cr6+.L-1. Os ensaios foram realizados na 

presença e na ausência de nutrientes (sais e glicose). 

 Primeiramente, para os testes na presença de sais e glicose, foram preparados 150 mL 

de meio fermentativo, conforme item 4.1.3, e posteriormente 0,8 mL de uma solução de Cr 

(VI) de 1500 mg.L-1 foram adicionados para obtenção de uma solução com 8 mgCr+6.L- 1. 

 Para os ensaios onde não foram adicionados nutrientes, 150 mL de água foram 

autoclavados, e posteriormente foram adicionados 0,8 mL da solução de Cr (VI) de 

concentração de 1500 mg.L-1, obtendo-se a solução de 8 mg Cr+6.L-1. 

 Após a preparação dos meios fermentativos, 0,4 g.L-1 de massa fúngica seca foram 

inoculados no meio, preparada conforme item 3.1.4 (SHARMA; ADHOLEYA, 2011). As 

amostras foram mantidas em agitador orbital (New Brunswick™ Innova®) a 150 rpm, 28ºC 

por 6 dias (SHARMA; MALAVAYA, 2016, adaptado), sendo quantificada a concentração de 

cromo em intervalos de 24 horas, e ainda realizado o acompanhamento do pH das amostras. 

 A redução da concentração de Cr (VI) no meio foi avaliada com base na diferença das 

concentrações ao longo do período avaliado. Os testes foram realizados em duplicata e as 

cepas fúngicas foram testadas separadamente. 

 Ao final do período de incubação foi realizada a quantificação da biomassa fúngica, 

conforme descrito no item 3.1.5, visando avaliar se o estresse causado pela presença do metal 

no meio inibe o crescimento dos microrganismos. 

 O controle negativo foi feito expondo o meio sintético sem biomassa fúngica sob 

mesma condição de incubação das amostras.  

3.4.3 Exposição dos fungos a diferentes concentrações do metal 

 Com intuito de fortalecer as hipóteses dos mecanismos envolvidos no processo de 

sequestro dos íons metálicos no meio fermentativo, foram realizados ensaios com 

concentrações de 20, 50, 100 e 145 mg Cr6+.L-1. 

 O preparo do meio fermentativo deu-se conforme item 3.1.3, e a solução de Cr (VI) foi 

adicionada a partir da diluição de uma solução de 1500 mg Cr6+.L-1. 

 Após a preparação dos meios fermentativos, 0,4 g.L-1 de massa fúngica seca foram 

inoculados no meio, preparada conforme item 3.1.4 (SHARMA; ADHOLEYA, 2011). As 

amostras foram incubadas em agitador orbital (New Brunswick™ Innova®) a 150 rpm, 28ºC 

por 6 dias (SHARMA; MALAVAYA, 2016, adaptado), sendo quantificada a concentração de 

cromo em intervalos de 24 horas. 

 Ao final do período de incubação foi realizada a quantificação da biomassa fúngica, 
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conforme descrito no item 3.1.5. 

 O controle negativo foi feito expondo o meio sintético sem biomassa fúngica sob 

mesma condição de incubação das amostras. Os testes foram realizados em duplicata e as 

cepas fúngicas foram testadas separadamente. 

3.5 UTILIZAÇÃO DE HIDROLISADO DE CANA-DE-AÇÚCAR COMO FONTE DE 

GLICOSE 

 Considerando a importância do metabolismo dos fungos para o processo de 

biosequestro dos íons metálicos, buscou-se viabilizar o processo de utilização do tratamento 

biológico do efluente de curtimento através da substituição da fonte de glicose comercial por 

uma fonte de glicose alternativa, neste caso o hidrolisado de cana de açúcar. A Figura 8 

apresenta um esquema de realização deste processo, dividido nas etapas de avaliação do 

crescimento e redução da concentração de cromo no meio sintético. 

 
Figura 8. Esquema representativo dos ensaios realizados para o processo de substituição da glicose 

pelo hidrolisado na biorremediação do efluente 

Fonte: Autora 

3.5.1 Caracterização do hidrolisado 

 O hidrolisado celulósico, utilizado como substrato no processo de fermentação 

alcoólica, foi gentilmente doado pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), localizado em 

São Paulo, Brasil. O caldo foi obtido a partir do pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar 

por meio de explosão a vapor, seguido de hidrólise enzimática pela enzima Cellic CTec3 

(Novozymes). 
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As concentrações de glicose, xilose, celobiose, arabinose, ácido acético e etanol foram 

determinadas por meio da Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) utilizando um 

cromatógrafo (Shimadzu), equipado com detector RID-10 A, operado com coluna AMINEX® 

BIORAD HPX87H. Amostras de 20 µL, previamente filtradas com auxílio de filtros seringas, 

foram cromatografadas a 45 °C, com 0,005 M de H2SO4 como eluente e taxa de fluxo de 

0,6 mL/min (BAZOTI et al., 2017).  

A quantificação dos compostos furfural e HMF foi realizada por HPLC equipado com 

detector PDA, operado com coluna C18 utilizando como eluente acetonitrila/água 1:8 com 1 

% de ácido acético a temperatura de 30 ºC, volume de injeção de 20 μL e fluxo de 0,8 

mL/min (BAZOTI et al., 2017).  

Antes das análises por HPLC, o eluente foi filtrado a vácuo com membrana de 0,45 μm 

Millipore® e desgaseificado em banho de ultrassom por 15 minutos, e as amostras foram pré-

filtradas e diluídas apropriadamente. A concentração dos compostos foi determinada usando 

curvas de calibração para cada composto. 

3.5.2 Avaliação do crescimento da biomassa fúngica na presença de hidrolisado 

 O ensaio de avaliação do crescimento da biomassa fúngica foi realizado com intuito de 

avaliar se os fungos estudados seriam capazes de metabolizar a glicose presente no 

hidrolisado, pela maior complexidade com que a mesma poderia estar presente no meio, e, 

ainda, sobreviver a adversidade de ácidos e outros possíveis inibidores que o compõe. 

 Para tanto, dois meios fermentativos foram preparados, o primeiro com presença de 

glicose comercial, preparado conforme item 3.1.3. E o segundo meio preparado continha 

todos os nutrientes relacionados no item 3.1.3, com exceção da glicose, que foi adicionada na 

forma de hidrolisado, por meio da adição de 1,23 mL, correspondendo a 0,25% de glicose. 

 O pH das amostras foi ajustado para 5,6, com adição de NaOH 3 M (CÁRDENAS-

GONZÁLES; RODRIGUEZ, 2010). Em seguida, 0,4 g.L-1 de biomassa fúngica foram 

adicionadas, preparada conforme item 3.1.4 (SHARMA; ADHOLEYA, 2011), e os ensaios 

foram incubados em agitador orbital (New Brunswick™ Innova®) a 28 ºC, 150 rpm 

(SHARMA; MALAVAYA, 2016). A biomassa fúngica foi avaliada em 72 horas e 120 horas, 

conforme metodologia descrita no item 3.1.5. 

 Os fungos foram avaliados separadamente, e as amostras foram realizadas em 

duplicata. 
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3.5.3 Capacidade de redução da concentração de íons metálicos na presença de 

hidrolisado como fonte de glicose 

 Os ensaios para avaliar a capacidade de redução da concentração de Cr (VI) utilizando 

o hidrolisado como fonte de glicose foi realizada em concentração de 8 mg Cr6+.L-1. 

 Para as amostras, 150 mL de meio fermentativo descrito no item 3.1.3 foram 

preparados. Posteriormente, 0,8 mL de uma solução de 1500 mg Cr6+.L-1 foi transferido para 

o meio, compondo uma solução final de concentração de 8 mg Cr6+.L-1. O procedimento 

seguiu o padrão dos demais ensaios, sendo inoculado com 0,4 g.L-1 de biomassa fúngica, 

preparada conforme item 3.1.4 (SHARMA; ADHOLEYA, 2011), e incubados em agitador 

orbital (New Brunswick™ Innova®) a 28 ºC, 150 rpm durante 6 dias (SHARMA; 

MALAVAYA, 2016, adaptado). Foi realizada medida de concentração de cromo (conforme 

item 3.3) a cada 24 horas, e a quantificação de biomassa (conforme item 3.1.5) foi realizada 

no final do período de incubação. 

 Os fungos foram testados separadamente. O controle negativo foi realizado contendo 

apenas meio fermentativo e solução de Cr (VI), sem adição das cepas fúngicas. 

3.6 BIORREMEDIAÇÃO DE EFLUENTE DE CURTUME 

 Os ensaios de biorremediação do efluente de curtimento foram realizados de três 

formas: sem adição de nutrientes, com adição de sais e glicose comercial, com adição de sais 

e hidrolisado. 

 Para as amostras sem adição de nutrientes, 150 mL de efluente bruto foram 

transferidos para um Erlenmeyers. O pH da amostra foi ajustado para 6,0 com adição de 

NaOH 3 M, posteriormente foram inoculados 0,4 g.L-1 de biomassa fúngica (SHARMA; 

ADHOLEYA, 2011). 

 Para as amostras com adição de sais e glicose comercial, 150 mL de efluente bruto 

foram transferidos para um Erlenmeyer, contendo sais e glicose nas proporções do meio 

fermentativo, conforme item 3.1.3. As amostras foram mantidas sob agitação, em agitador 

magnético, até diluição completa dos nutrientes. Posteriormente o pH foi ajustado para 6,0, 

com adição de NaOH 3 M e os fungos foram inoculados em proporção de 0,4 g.L-1 de 

biomassa (SHARMA; ADHOLEYA, 2011). 

 Para os ensaios de biorremediação do efluente de curtume com adição hidrolisado 

como fonte de glicose, foram transferidos 150 mL de efluente de curtume para Erlenmeyers, e 

1,23 mL de hidrolisado foram adicionados, correspondendo a 0,25% de glicose. O pH do 

meio foi ajustado para 6,0 com adição de NaOH 3 M. Em seguida, 0,4 g.L-1 de biomassa 
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fúngica foram adicionadas (SHARMA; ADHOLEYA, 2011). 

 As amostras foram mantidas em agitador orbital (New Brunswick™ Innova®), 28ºC, 

150 rpm por um período de 6 dias (SHARMA; MALAVAYA, 2016, adaptado). Alíquotas 

para quantificação de cromo foram retiradas a cada 24 horas. 

 O controle negativo foi realizado, onde amostras preparadas da mesma maneira, 

apenas sem massa fúngica, foram avaliadas. Os fungos foram testados separadamente e os 

ensaios foram realizados em duplicatas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 AVALIAÇÃO DAS ESTIRPES FÚNGICAS NA PRESENÇA DE Cr (VI) 

 Visando avaliar o comportamento dos fungos frente a presença dos íons de cromo, 

ensaios de tolerância e capacidade de redução da concentração de Cr (VI) foram realizados. A 

partir dos resultados foi possível elencar hipóteses acerca do mecanismo de defesa ativado 

para proteção das células fúngicas estudadas. Para tanto, na Figura 9 são ilustrados os 

mecanismos discutidos no decorrer da avaliação dos resultados obtidos. 

 

Figura 9. Esquema de uma célula fúngica simplificada ilustrando as hipóteses dos mecanismos 

envolvidos no processo de sequestro dos íons metálicos do meio fermentativo do estudo em questão 

Fonte: Autora 

4.1.1 Tolerância dos fungos a presença de Cr (VI) 

 A avaliação da tolerância dos microrganismos Fusarium equiseti (FE), Penicillium 

commune (PC) e Paecilomyces lilacinus (PL) foi avaliada por meio da exposição dos fungos 

em meio fermentativo contendo 150 mg Cr6+.L-1, adicionado na forma de solução de 

dicromato de potássio (K2Cr2O7). 

 Após 72 horas de exposição, sob agitação de 150 rpm e 28 ºC, uma alíquota do meio 

fermentativo foi disposta sobre uma placa contendo meio MEA e incubado por 7 dias a 28ºC, 
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visando observar o crescimento dos fungos. O restante do meio fermentativo foi filtrado, a 

biomassa foi seca a 35ºC por 24 horas, e armazenada em tubos falcon esterilizados para 

posterior análise de microscopia ótica. 

  

 
Figura 10. Desenvolvimento dos microrganismos após exposição em concentração de 150 mg Cr6+.L-

1. Sendo: A – Fusarium equiseti; B – Penicillium commune; C – Paecilomyces lilacinus 

Fonte: Autora 

 Ao observar o desenvolvimento das cepas fúngicas (Figura 10) a principal constatação 

a ser feita é que o estresse pela presença do composto tóxico não matou as células dos fungos, 

sendo este um indicativo de tolerância ao Cr (VI) pelos microrganismos. Além disso, em 

análise visual do desenvolvimento dos fungos é possível observar que houve alterações no 

crescimento quando comparado a Figura 2, onde as cepas fúngicas não foram submetidas a 

quaisquer estresses por compostos tóxicos. O fungo Paecilomyces lilacinus (Figura 10 – C) 

apresentou maior rugosidade, assim como o fungo Penicillium commune (Figura 10 – B) 

A B 

C 
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apresentou diferente coloração, além de menor quantidade de esporos, sugerindo que a 

presença do metal pode ter acarretado em mudanças no metabolismo destes fungos. Já o 

fungo Fusarium equiseti (Figura 10 – A) desenvolveu-se de maneira efetiva, apresentando 

poucas alterações conclusivas em relação ao estresse ao qual foi submetido, quando realizada 

apenas análise visual. 

 Através da observação das cepas pressupôs-se que mecanismos de defesa das células 

fúngicas poderiam ter sido ativadas durante o período de exposição da biomassa ao Cr (VI). 

Neste sentido, visando observar possíveis alterações nas células, como vacúolos, rompimento 

ou inchaço celular, foram preparadas lâminas e realizada análise de microscopia ótica, 

expostas na Figura 11.  
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Figura 11. Imagem de análise de microscopia ótica, A: Paecilomyces lilacinus sem exposição ao Cr 

(VI) (controle), B: Paecilomyces lilacinus após exposição do metal pesado, C: Fusarium equiseti sem 

exposição ao Cr (VI) (controle), D: Fusarium equiseti após exposição ao Cr (VI), E: Penicillium 

commune sem exposição ao Cr (VI) (controle), F: Penicillium commune após exposição ao Cr (VI). 

(Exposição: 150 mg Cr 6+.L-1, 72 horas) 

Fonte: Autora. 
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 A tolerância de um organismo à presença de metais está associada à capacidade de 

sobreviver à toxicidade do composto tóxico, utilizando um mecanismo, seja extra ou 

intracelular, em resposta ao composto estressante (MOHAMMADIAN et al., 2017). A análise 

de microscopia ótica sugere que após expostos a alta concentração de Cr (VI) as células 

fúngicas apresentaram inchaço significativo na parede celular e formação de vacúolos, 

podendo ser observado nas imagens B, D e F, na Figura 11. Isso ocorre porque, como outros 

organismos vivos, os fungos filamentosos possuem mecanismos de defesa naturais que visam 

eliminar o estresse oxidativo produzido pela presença de um composto tóxico, como um metal 

pesado (LI; HARVEY; MCNEIL, 2009; XU et al., 2017). Sendo que os mecanismos aos 

quais pressupõe-se a ocorrência neste estudo são ilustrados na Figura 9. 

 Considerado um mecanismo de defesa intracelular, a formação de vacúolos pode estar 

envolvida no processo de sequestro dos íons metálicos do meio, sendo resposta intracelular 

dos fungos filamentosos a presença de compostos tóxicos (XU et al., 2017). Os mecanismos 

de proteção intracelulares visam a proteção do citosol das células, geralmente envolvendo 

proteínas citoplasmáticas, como as fitoquelatinas, que realizam o transporte dos íons 

metálicos para o exterior da célula ou permitem a formação do compartimento vacuolar que 

desempenha um papel fundamental na degradação molecular e armazenamento de 

metabólitos, sendo extremamente importante no equilíbrio de íons no citosol e na 

desintoxicação da célula, conforme ilustrado na Figura 9 em “Quelação por proteínas” (JOHO 

et al., 1995; ANAHID; YAGHMAEI; GHOBADINEJAD, 2011; SIDDIQUEE et al., 2015).  

 Em pesquisa desenvolvida por Guria, Guha e Bhattacharya (2014) o fungo Fusarium 

sp. foi isolado de um solo contaminado por efluente da indústria de curtume e demonstrou em 

seus resultados eficiente potencial de redução do Cr (VI). Este mesmo estudo apresentou 

diferentes análises em imagens de microscopia eletrônica de varredura que revelaram 

aumento da rugosidade superficial, inchaço significativo e formação de estruturas irregulares 

na superfície celular possivelmente induzidas pelo estresse microbiano causado pela presença 

do Cr (VI). 

 A formação de vacúolos também foi observada por Xu et al. (2017) que através de 

análises de microscopia eletrônica de varredura, EDX e análise química, observou que a 

estirpe fúngica Paecilomyces lilacinus, após exposta a uma concentração de 50 mg Cr6+.L-1, 

apresentou alta concentração intracelular de Cr3+ e pequena concentração intracelular de Cr6+, 

além desta constatação, observou-se que o cromo estava presente principalmente 

intracelularmente em vacúolos. Quanto a análise EDX, os autores observaram que houve 

também processo de biossorção de Cr6+ na superfície celular. 
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 É importante observar a constatação de Xu et al. (2017) quanto a presença de alta 

concentração de Cr3+ no interior da célula (92,11%), e baixa concentração de Cr6+ (6,08%). 

Neste sentido, visto que foram observados vacúolos nas estirpes fúngicas utilizadas, e os 

autores supracitados utilizaram uma destas cepas, há hipóteses de que o mesmo possa ter 

ocorrido com os fungos deste estudo. A presença de cromo em estado de oxidação (III) 

envolve processos metabólicos do fungo, como excreção de proteínas e pequenas moléculas 

com afinidade e características de oxiredução (Xu et al., 2017), este mecanismo é ilustrado na 

Figura 9 em “Biotransformação” e “Formação de vacúolos”. 

 Neste sentido, constata-se que há envolvimento de mecanismos de defesa intra e 

extracelular nas estirpes fúngicas estudadas e que a tolerância ao metal Cr (VI) é natural dos 

fungos Fusarium equiseti, Penicillium commune e Paecilomyces lilacinus, visto que as cepas 

fúngicas utilizadas no estudo em questão são adquiridas comercialmente, não apresentando 

exposições ao composto antecedentes aos ensaios realizados. Este fato é de extrema 

relevância, visto que os estudos supracitados utilizam cepas fúngicas isoladas de ambientes 

onde houve contato com o metal, induzindo os fungos a adaptação morfológica para 

sobreviver. Geralmente, os locais contaminados com metais apresentam cepas fúngicas 

resistentes (RUTA et al., 2009). Esta capacidade de biosequestrar ou biotransformar diversos 

contaminantes orgânicos e inorgânicos, está associada a morfologia dos fungos, 

principalmente devido a superfície biológica altamente reativa e extensa, alta tolerância a 

estresses, produção de enzimas e metabólitos secundários (ALBERT et al., 2018). 

4.1.2 Capacidade de biotransformação e/ou biossorção dos fungos 

 Constatada a tolerância dos fungos ao metal pesado, ensaios de capacidade de redução 

da concentração de Cr (VI) foram realizados em concentração de 8 mg Cr6+.L-1. Os testes 

foram realizados na presença e na ausência de glicose e sais. Os resultados são apresentados 

na Figura 12. 
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A  

B  

C  
Figura 12. Gráficos ilustrando o comportamento da concentração de íons de cromo hexavalente no 

meio fermentativo a 8 mg Cr6+.L-1, sendo representado os dados de média (○) e erro padrão (ꟾ) dos 

dados experimentais. Nos gráficos são ilustrados o comportamento do meio com nutrientes e se 

nutrientes, sendo A: Paecilomyces lilacinus; B: Penicillium commune; C: Fusarium equiseti. O 

controle negativo foi feito e não apresentou alterações de comportamento no decorrer das 

amostragens. 

Fonte: Autora 
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 Ao observar o comportamento dos gráficos é possível constatar que a presença de sais 

e glicose acarretou numa redução mais efetiva da concentração de íons metálicos no meio, 

sendo obtido concentrações finais (média ± erro padrão) de 0,28 ± 0,04 mg Cr6+.L-1, 0,93 

±0,06 mg Cr6+.L-1 e 2,61 ± 0,15 mg Cr6+.L-1, para Paecilomyces lilacinus (PL), Penicillium 

commune (PC) e Fusarium equiseti (FE), respectivamente. Diferente do comportamento na 

ausência de glicose e sais, que acarretou em uma concentração final de 5,41 ± 0,01 mg Cr6+.L-

1, 5,43 ± 0,18 mg Cr6+.L-1 e 6,66 ± 0,18 mg Cr6+.L-1, para PL, PC e FE, respectivamente. 

 Esta diferença no comportamento das cepas fúngicas frente à presença do metal 

pesado pode estar intimamente relacionado a atividade metabólica fúngica visto que os 

mecanismos de acúmulo de metal dependem do metabolismo das estirpes fúngicas (PARK; 

YUN; PARK, 2005), que na presença de glicose e sais ativam estes mecanismos de proteção 

celular, como a formação de vacúolos observada na análise de microscopia ótica (Figura 11) e 

ilustrada na Figura 9. É possível observar que ocorre uma redução da concentração do metal 

estudado na ausência de nutrientes, e este pode estar associado ao mecanismo de biossorção 

dos íons metálicos na parede celular do fungo, já que para ativação deste mecanismo não 

necessariamente precisa que ocorra atividade metabólica (PARK; YUN; PARK, 2005). 

 O processo de biossorção, definido como o processo de ligação dos cátions metálicos 

na parede celular (Figura 9), é o primeiro mecanismo a ser ativado na presença de compostos 

tóxicos, visto que a superfície celular é o primeiro componentes a entrar em contato com os 

metais desempenhando o papel fundamental de proteção, agindo como camada protetora, 

controlando a captação dos íons que são potencialmente tóxicos para a célula (ANAHID; 

YAGHMAEI; GHOBADINEJAD, 2011; SIDDIQUEE et al., 2015). Este comportamento 

pode ser observado nos gráficos apresentados na Figura 12, onde é possível perceber que o 

processo de biossorção possivelmente ocorre nas primeiras 24 horas com maior intensidade 

nas três estirpes fúngicas testadas, posteriormente, a curva dos ensaios sem nutrientes segue 

decaindo lentamente até estabilização. Já nos ensaios com nutrientes, os íons metálicos são 

sequestrados do meio até a finalização do processo em 120 horas, reforçando a hipótese da 

presença de mecanismos intracelulares dependentes do metabolismo dos fungos. 

 Complementando os dados discutidos, os resultados de quantificação de biomassa para 

os ensaios de avaliação da redução da concentração de Cr (VI) em 8 mg.L-1 são apresentados 

na Tabela 1.  
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Tabela 1. Quantificação da biomassa fúngica para ensaios com 8 mg Cr6+.L-1, sendo os dados 

dispostos como média ± erro padrão. Biomassa inicial: 0,4 g.L- 1. 

Microrganismos Amostra Biomassa final (g.L-1) 

Fusarium equiseti 
Com nutriente 0,841 ± 0,132 

Sem nutriente 0,531 ± 0,123 

Paecilomyces lilacinus 
Com nutriente 1,399 ± 0,008 

Sem nutriente 0,433 ± 0,09 

Penicillium commune 
Com nutriente 1,325 ± 0,272 

Sem nutriente 0,388 ± 0,012 

 Constata-se a partir dos resultados que houve aumento da biomassa fúngica nos 

ensaios com nutriente, indicando que a presença do Cr (VI) no meio não inativou o 

metabolismo do fungo, que segue crescendo de maneira efetiva. Na quantificação de 

biomassa fúngica nos ensaios onde não haviam nutrientes não houve metabolismo dos fungos. 

Estas observações reforçam a hipótese de que a presença de metabolismo intensifica 

mecanismos de defesa que sequestram do meio os íons metálicos, visto que os resultados para 

redução da concentração de Cr (VI) foram maiores na presença de glicose e sais, sendo esta a 

mesma condição para aumento da biomassa fúngica. O aumento da biomassa fúngica é 

considerado um mecanismo de defesa por alguns autores, como Siddiquee et al. (2015) e Xu 

et al. (2017), isso porque, quando o fungo concentra a energia no metabolismo dos nutrientes 

presentes no meio para expansão da células, naturalmente ocorrerá uma distribuição do 

composto tóxico nas células novas, ocorrendo um processo de diluição da concentração do 

metal entre as células do fungo, reduzindo a toxicidade para as demais células. 

 A variação de pH foi importante para reforçar as hipóteses de mecanismos envolvidos 

no biosequestros e/ou biossorção dos íons metálicos (Figura 13). 
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Figura 13. Gráficos ilustrando o comportamento pH no processo fermentativo a 8 mg Cr6+.L-1. Nos 

gráficos são ilustrados o comportamento do meio com nutrientes e se nutrientes, sendo A: 

Paecilomyces lilacinus; B: Penicillium commune; C: Fusarium equiseti.  

Fonte: Autora 

 Foi possível constatar a provável ausência de metabolismo fúngico, visualizando o 
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fato de que não houve variação significativa deste parâmetro na ausência de glicose e sais, 

corroborando com demais discussões frente ao comportamento da concentração do cromo, 

exposto na Figura 13. Ainda, é possível perceber o decaimento rápido do pH ainda nas 

primeiras 24 horas, demonstrando a agilidade do fungo para adaptar-se ao meio, bem como a 

provável liberação de compostos metabólicos que acidificam o meio fermentativo, que podem 

ser fortemente influenciados pela biotransformação dos íons metálicos do meio fermentativo. 

 A influência do pH é relatada por Xu et al. (2017), que afirma que em pH elevado 

mais grupos funcionais com cargas negativas ficam expostos na parede celular dos fungos, e 

isso resulta numa menor biossorção do Cr6+ porque menos sítios de ligação ficam expostos. 

Este fato pressupõe que, se nos ensaios onde não foram adicionados nutrientes fosse iniciado 

com pH ácido (< 3,0) possivelmente ocorreria uma maior redução da concentração de íons 

metálicos por processo de biossorção (Figura 9), assim como, pode-se interpretar que, o 

processo de biossorção pode ter maior influência na redução dos íons quando o pH ficou 

abaixo de 2. Ainda assim, é importante retomar que o processo de biossorção geralmente é o 

primeiro mecanismo de defesa a ser ativado, por ocorrer na parede celular e esta ser a 

primeira a entrar em contato com o metal no meio (ANAHID; YAGHMAEI; 

GHOBADINEJAD, 2011; SIDDIQUEE et al., 2015). Sendo assim, mesmo que em menor 

eficiência, o processo de biossorção pode ocorrer em pH > 3,0.  

4.1.3 Exposição das estirpes fúngicas a diferentes concentrações de Cr (VI) 

 Visando compreender se maiores concentrações dos íons metálicos seriam motivo para 

a inibição do metabolismo fúngico ou levaria os fungos a morte devido a alta toxicidade do 

metal, foram realizados ensaios expondo a biomassa fúngica em diferentes concentrações, 

sendo 20, 50, 100 e 145 mg Cr6+.L-1. Os resultados obtidos estão expostos nos gráficos 

abaixo. 

 Na Figura 14, dados de remoção de íons metálicos pelo fungo Fusarium equiseti, são 

apresentados. Neste sentido, é possível observar os diferentes comportamentos obtidos no 

aumento das concentrações, principalmente com relação as maiores concentrações de 

exposição (100 e 145 mg Cr6+.L-1), onde não há alteração significativa da redução do metal no 

meio. No final do processo de incubação as concentrações (mg Cr6+.L-1) estavam em 13,06 ± 

1,58 mg Cr6+.L-1, 39,54 ± 0,43 mg Cr6+.L-1, 89,87 ± 0,75 mg Cr6+.L-1, 140,91 ±1,23 mg 

Cr6+.L-1, para os meios contendo 20, 50, 100 e 145 mg Cr6+.L-1, respectivamente. 
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C  D  
Figura 14. Comportamento da concentração do cromo hexavalente no meio fermentativo com biomassa do fungo Fusarium equiseti, contendo diferentes 

concentrações, sendo A: 20 mg Cr6+.L-1, B: 50 mg Cr6+.L-1, C: 100 mg Cr6+.L-1, D: 145 mg Cr6+.L-1. Controle negativo não apresentou redução da 

concentração. 

Fonte: Autora. 
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Na Figura 15, dados de concentração de cromo para o meio fermentativo do fungo 

Paecilomyces lilacinus são expostos. O comportamento de redução da concentração foi muito 

similar a do fungo Fusarium equiseti, apresentando redução menos significativa em 

concentrações elevadas (100 e 145 mg Cr6+.L-1). As concentrações finais dos meios 

fermentativos foram: 14,41 ± 0,27 mg Cr6+.L-1, 32,90 ± 0,06 mg Cr6+.L-1, 84,35 ± 0,93 mg 

Cr6+.L-1, 138,81 ± 4,34 mg Cr6+.L-1, para os meios contendo 20, 50, 100 e 145 mg Cr6+.L-1, 

respectivamente. 
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A  B  

C  D  
Figura 15. Comportamento da concentração do cromo hexavalente no meio fermentativo com biomassa do fungo Paecilomyces lilacinus, contendo diferentes 

concentrações, sendo A: 20 mg Cr6+.L-1, B: 50 mg Cr6+.L-1, C: 100 mg Cr6+.L-1, D: 145 mg Cr6+.L-1. Controle negativo não apresentou redução da 

concentração. 

Fonte: Autora. 
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 Na Figura 16, os resultados são referentes ao fungo Penicillium commune, exposto a 

concentrações de 20, 50, 100 e 140 mg Cr6+.L-1. As concentrações finais foram de 10,56 ± 

0,87 mg Cr6+.L-1, 38,53 ± 2,42 mg Cr6+.L-1, 85,70 ± 0,01 mg Cr6+.L-1, 129,05 ± 2,72 mg 

Cr6+.L-1, para os meios contendo 20, 50, 100 e 145 mg Cr6+.L- 1, respectivamente.
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C  D  
Figura 16. Comportamento da concentração do cromo hexavalente no meio fermentativo com biomassa do fungo Penicillium commune, contendo diferentes 

concentrações, sendo A: 20 mg Cr6+.L-1, B: 50 mg Cr6+.L-1, C: 100 mg Cr6+.L-1, D: 145 mg Cr6+.L-1. Controle negativo não apresentou redução da 

concentração. 

Fonte: Autora. 
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 Constatou-se a partir dos resultados que em maiores concentrações (100 e 145 mg 

Cr6+.L-1) a redução da concentração do metal não foi efetiva, além de ter diminuído 

fortemente a produção de biomassa (Tabela 2). Xu et al. (2017) expõe que em concentrações 

de cromo hexavalente relativamente baixas (<100 mg Cr6+.L-1) ocorre um mecanismo de 

adaptação frente a exposição ao composto tóxico, onde a cepa fúngica concentra a energia no 

crescimento para que ocorra a “diluição” da concentração do metal nas células. Quando o 

nível de toxina é muito alto (>100 mg Cr6+.L-1) ocorre a diminuição na produção de biomassa 

devido a limitação na capacidade de tolerância das estirpes, o que resulta na bioacumulação 

rápida e posterior estabilização do sequestro de íons metálicos do meio.  

Tabela 2. Quantificação da produção de biomassa nos ensaios da exposição das estirpes fúngicas em 

diferentes concentrações, sendo os dados dispostos como média ± erro padrão. Biomassa inicial: 0,4 

g.L-1 

Fungo Concentração (mg Cr6+.L-1) Biomassa final (g/L) 

Fusarium equiseti 

20 1,223 ± 0,268 

50 1,133 ±0,122 

100 0,534 ± 0,03 

145 0,527 ± 0,108 

Paecilomyces lilacinus 

20 1,245 ± 0,428 

50 0,870 ± 0,072 

100 0,341 ± 0,125 

145 0,359 ± 0,03 

Penicillium commune 

20 1,120 ± 0,005 

50 1,553 ±0,028 

100 0,672 ± 0,233  

145 0,388 ± 0,111 

 

4.2 SUBSTITUIÇÃO DA FONTE DE GLICOSE POR HIDROLISADO 

 Ao constatar nos ensaios supracitados que o metabolismo dos fungos é de extrema 

relevância para processos de biosequestro de íons metálicos (PARK; YUN; PARK, 2005), 

sabe-se da importância da fonte de glicose para a ativação dos metabólitos fúngicos. Neste 

sentido, visando a substituição da fonte de glicose comercial por uma fonte de glicose 

alternativa, alguns ensaios foram realizados. 

 O hidrolisado utilizado passou por processo de caracterização, onde foi constatado a 

presença de 45,71 g.L-1 de glicose, 28,50 g.L-1 de xilose, 6,32 g.L-1 de arabinose, 9,18 g.L-1 de 

ácido acético, 0,36 g.L-1 de furfural, e 0,17 g.L-1 de hidroximetilfurfural, com pH inicial em 

4,85. A presença de interferentes é evidente, sendo a de ácido acético a mais proeminente, 
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com 9,18 g.L-1, necessitando uma alta tolerância dos fungos para associar e metabolizar a 

glicose presente no meio. 

 Posteriormente a caracterização, ensaios de quantificação de biomassa fúngica na 

presença de hidrolisado como fonte de glicose, foram realizadas. É importante salientar que 

para estas análises não foi adicionada solução de cromo, visando avaliar apenas o 

desenvolvimento das cepas fúngicas. Os resultados de quantificação de biomassa são expostos 

na Tabela 3. 

Tabela 3. Resultados de quantificação da biomassa fúngica em 72 horas de exposição e em 120 horas 

de exposição, utilizando em um ensaio glicose comercial e em outro o hidrolisado, sendo os dados 

dispostos como média ± erro padrão. Biomassa inicial: 0,4 g.L-1 

Microrganismo Tempo (h) 
GLICOSE HIDROLISADO 

Biomassa (g.L-1) Biomassa (g.L-1) 

Fusarium equiseti 
72 0,638 ± 0,167 0,468 ± 0,159 

120 1,435 ± 0,331 0,710 ± 0,061 

Penicillium commune 
72 0,728 ± 0,158 0,677 ± 0,076 

120 1,844 ± 0,746 0,731 ± 0,182 

Paecilomyces lilacinus 
72 1,149 ± 0,140 0,669 ± 0,278 

120 1,521 ± 0,227 0,897 ± 0,157 

 A diferença entre o crescimento fúngico na presença de glicose comercial e na 

presença de hidrolisado é notável, como apresentado na Figura 17. Este fato se deve, 

principalmente, a facilidade do fungo de perceber e metabolizar rapidamente a glicose 

comercial, o que não ocorre no hidrolisado visto que as moléculas não estão facilmente 

disponíveis e assimiláveis pela presença de interferentes, como furfural, ácido acético e 

hidrometilfurfural. 

 
Figura 17. Filtros de papéis contendo biomassa do fungo Penicillium commune após finalização do 

processo de 120 horas de crescimento na presença de hidrolisado (esquerda) e glicose (direita).  

Fonte: Autora 
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 Esses resultados reforçam a hipótese que os fungos necessitam do seu intenso 

metabolismo, por este estar fortemente ligado a processos de defesa na presença do metal 

pesado. O importante a ser observado é que houve capacidade de associar as moléculas de 

glicose presentes no meio com hidrolisado, indicando ativação do metabolismo fúngico. 

Concomitante a esta observação, é importante considerar que a busca por processos 

economicamente viáveis para aplicações em escalas industriais é relevante, e a substituição da 

fonte de glicose comercial por um subproduto da indústria de bagaço de cana, além de tornar 

o processo mais viável para ampliação de escala ainda traz um apelo ambiental importante no 

que diz respeito a utilização de resíduos como produto de outros processos. 

 A partir dos resultados promissores para crescimento dos fungos utilizando hidrolisado 

como fonte de glicose, ensaios de redução da concentração de Cr (VI) foram realizados, em 

condições de 8 mg Cr6+.L-1. Os resultados estão expostos na Figura 18.  
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Figura 18. Gráficos do comportamento da concentração do cromo hexavalente e ensaios realizados 

com as cepas fúngicas e a fonte de glicose como hidrolisado de cana de açúcar. A: Fusarium equiseti 

B: Penicillium commune; C: Paecilomyces lilacinus 

Fonte: Autora 
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 Com a análise dos resultados, constata-se que houve sequestro dos íons metálicos 

presentes no meio, e o comportamento das curvas de concentração se assemelharam as curvas 

expostas na Figura 12, onde foram realizados os ensaios com glicose comercial em 8 mg 

Cr6+.L -1, fortalecendo não mais apenas a hipótese proposta por Park, Yun e Park (2005), 

sobre a necessidade de metabolismo fúngico para ativação de mecanismos de acúmulo de 

metal nos estirpes fúngicas, mas também que o fungo conseguiu metabolizar a glicose do 

hidrolisado e sequestrar os íons mesmo na presença de outros interferentes, possivelmente 

associando ainda o processo de biossorção. Ainda observa-se que, apesar de similares os 

comportamentos das curvas, as reduções deste ensaio com hidrolisado foi menor quando 

comparados ao com glicose, finalizando o processo com concentrações (mg Cr6+.L-1) de 2,94 

± 0,33,4,09 ± 0,07 e 3,08 ± 0,88, para PL, PC e FE, respectivamente. 

4.3 BIORREMEDIAÇÃO DO EFLUENTE DE CURTUME 

4.3.1 Caracterização do efluente de curtume 

 Primeiramente, a caracterização físico-química do efluente foi realizada e os dados 

obtidos estão expostos na Tabela 4. 

Tabela 4. Parâmetros avaliadas no processo de caracterização do efluente de curtume 

Parâmetros Valores 

Demanda Química de Oxigênio (DQO) 5961,9 mg/L.O2 

Demanda Biológica de Oxigênio (DBO5) 217,5 mg/L.O2 

Óleos e graxas 99 mg/L 

Sólidos Totais 91142 mg/L 

Condutividade Elétrica (CE) 16710,0 μS/cm 

Cloretos 27844,2 mg/L 

pH 3,49 

Oxigênio Dissolvido (OD) 0,65 mg/L.O2 

Cromo (VI) 7,22 ± 1,78 

 

4.3.2 Avaliação da capacidade dos fungos de biorremediação de efluente de curtume 

 A biorremediação do efluente de curtume foi realizada em três diferentes condições: 

com glicose e sais, sem nutrientes e com adição de hidrolisado. Os resultados estão expostos 

nos gráficos na Figura 19. 

 Para os fungos FE e PL, os percentuais de remoção mais efetivos foram na condição 

com hidrolisado como fonte de carbono. Para o fungo PC, as condições com nutrientes e sem 

nutrientes foram as de maior efetividade. 



45 

 

   A  

B  

C  

Figura 19. Gráficos dos resultados obtidos para testes realizados no efluente de curtume, em três 

condições: com adição de glicose e sais; com adição de hidrolisado; apenas efluente, sendo 

representado os dados de média (○) e erro padrão (ꟾ) dos dados experimentais. Estão distribuídos da 

seguinte maneira: A: Fusarium equiseti; B: Penicillium commune; C: Paecilomyces lilacinus. O 

controle negativo foi feito e não apresentou diferença significativa. 
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Fonte: Autora 

 Os resultados obtidos para FE e PL podem ser interpretados da seguinte maneira. O 

ensaio realizado apenas na presença de hidrolisado sem adição de sais permitiu que os sais já 

presentes no efluente de curtume fossem utilizados no metabolismo, o que justificaria a 

redução ter sido menos efetiva na presença de nutrientes, podendo ter acontecido a inibição 

dos fungos pela alta concentração de sal no meio. Assim como, a redução ser menos efetiva 

no meio sem nutrientes pode ser interpretada pela ausência da fonte de glicose, não 

permitindo que ocorresse o metabolismo, e a concentração de íons fosse retirada do meio por 

mecanismos de defesa que não dependam do metabolismo do fungo (PARK; YUN; PARK, 

2005). 

 Ainda, segundo Xu et al. (2017), a presença de sulfatos em pH 6,0 pode aumentar a 

redução de cromo no meio, o que pode ser observado nos resultados de FE e PL, visto que 

sulfatos podem estar presentes no efluente devido ao processo de curtimento do couro contar 

com adição de diferentes sais. Este fato dá-se pelo efeito essencial da proteína glutationa, 

envolvida nos mecanismos de alívio do estresse oxidativo das células, sendo os sulfatos 

extremamente benéficos para biossíntese desta proteína. Ou seja, a presença de sulfatos 

aumenta os mecanismos de defesa intracelulares através da biossíntese acelerada de glutationa 

que induz o aumento da tolerância e a redução do Cr6+.  

 Quanto as concentrações finais ainda presentes no meio do efluente de curtume as 

menores obtidas para cada fungo foram de 3,40 ± 0,61 mg Cr6+.L-1 para o fungo FE e 3,14 ± 

0,31 mg Cr6+.L-1 para o fungo PL na presença de hidrolisado. Para o fungo PC a menor 

concentração foi obtida na condição sem nutrientes, sendo 2,56 ± 0,08 mg Cr6+.L-1.  

 Apesar de promissores, as concentrações que ficaram no meio ainda são tóxicas para o 

meio ambiente. No Brasil, a Resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(CONAMA) nº 430 de 13 de maio de 2011 que “dispõe sobre condições, parâmetros e 

diretrizes para gestão do lançamento de efluentes em corpos de águas receptores” regulamenta 

concentrações máximas de substâncias por litro de efluente lançado em cursos hídricos, sendo 

para o Cr (VI) exigida uma concentração máxima de 0,1 mg.L-1, e para o Cr (III), considerado 

500-1000 vezes menos tóxico que o anterior, a concentração máxima exigida no lançamento 

de efluente é de 1,0 mg.L-1. 

 Atualmente, muitos estudos têm sido realizados demonstrando a capacidade de 

diferentes biomassas fúngicas na remediação de metais pesados, como Aspergillus sp, 

Penicillium sp, Fusarium sp., Trichoderma sp, Pleorotus sp., isolados de diferentes locais e 

utilizados na remoção de metais pesados e tóxicos que apresentaram resultados notáveis (M.; 
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SAMUEL; CHIDAMBARAM, 2014; SMILY; SUMITHRA, 2017; MOHAMMADIAN et al., 

2017; VASEEM; SINGH; SINGH, 2017). Isso porque, embora os tratamentos químicos 

atuais possuam alta taxa de eficiência estes métodos não são completamente satisfatórios, 

principalmente quando trata-se de viabilidade econômica e ambiental, visto que geram grande 

quantidade de resíduo secundário ao processo de tratamento, são utilizados grandes volumes 

de reagente químicos, além de realizarem um processo de transferência do metal do efluente 

líquido para o lodo que deve ser posteriormente encaminhado para ambientes seguros, 

gerando custos extras e sendo ainda, uma grande ameaça ao meio ambiente (PARK; YUN; 

PARK, 2005) 

 Ainda assim, mesmo que o tratamento biológico possa reduzir significativamente os 

custos de produtos químicos e energia em comparação com o tratamento físico e químico 

convencional, ainda há muitos obstáculos que devem ser estudados, como a baixo taxa de 

redução e dificuldade de separação das células (SHARMA; ADHOLEYA, 2011). 

 Acredita-se, por meio das hipóteses levantadas durante este estudo, que os fungos FE, 

PL e PC possuem grande possibilidade de biosequestro dos íons metálicos utilizando 

mecanismos que dependem do metabolismo, sendo assim, possivelmente se ocorresse o 

fornecimento contínuo de nutrientes, principalmente fonte de glicose, a redução dos íons no 

meio teria maior efetividade. 
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5 CONCLUSÃO E SUGESTÕES PARA TRABALHO FUTUROS 

 A utilização de fungos Fusarium equiseti, Penicillium commune e Paecilomyces 

lilacinus no processo de redução da concentração de Cr (VI) em efluente de curtume 

demonstrou grande potencial, principalmente após estudo dos mecanismos de defesa 

possivelmente utilizados pelos fungos frente ao estresse causado pela presença do metal. O 

entendimento destes mecanismos foi essencial para compreender e hipotetizar processo de 

biorremediação do efluente, e elencar possíveis complementações de processo para tornar 

mais efetiva a redução da concentração, visto que, apesar de ter ocorrido a redução da 

concentração de Cr (VI) no efluente, o metal ainda está presente em concentrações de 3,40 ± 

0,61 mg Cr6+.L-1 para o fungo FE e 3,14 ± 0,31 mg Cr6+.L-1 para o fungo PL na presença de 

hidrolisado, e 2,56 ± 0,08 mg Cr6+.L-1 para o fungo PC, sendo tóxico para o meio ambiente e 

não se enquadrando no previsto pela legislação brasileira. 

 A análise de microscopia ótica permitiu constatar que a exposição das cepas fúngicas 

ao metal induz a formação de vacúolos, inchaço celular e crescimento desordenado. Estas 

características são apresentadas como mecanismos de defesa celular intracelulares, sendo 

estas as possíveis respostas das células fúngicas a presença do metal. Ainda, os ensaios de 

redução da concentração de Cr(VI) foram realizados na presença e na ausência de nutrientes, 

o que permitiu constatar a importância do metabolismo dos fungos no biosequestro dos íons 

metálicos, sendo obtido concentrações finais de 0,28 ± 0,04 mg Cr6+.L-1, 0,93 ± 0,06 mg 

Cr6+.L-1 e 2,61 ± 0,15 mg Cr6+.L-1, para Paecilomyces lilacinus, Penicillium commune e 

Fusarium equiseti, respectivamente para condição com glicose e sais. Diferente do 

comportamento na ausência de glicose e sais, que acarretou em uma concentração final de 

5,41 ± 0,01 mg Cr6+.L-1, 5,43 ± 0,18 mg Cr6+.L-1 e 6,66 ± 0,18 mg Cr6+.L-1, para PL, PC e FE, 

respectivamente. Ao expor as estirpes fúngicas a ensaios de concentrações maiores (20, 50, 

100 e 145 mg Cr6+.L-1) verificou-se a redução da produção de biomassa, o que pode estar 

intimamente relacionado a tolerância dos fungos, já que esta é limitada. 

 É importante salientar que este trabalho é de caráter inovador e está em sua fase 

inicial, sendo assim, mais estudos devem ser desenvolvidos, com o objetivo de melhorar a 

eficiência de remoção do metal por parte dos fungos recomenda-se como trabalhos futuros: 

- Otimizar o processo, investigando parâmetros de processo como agitação, pH, temperatura e 

quantidade de biomassa fúngica; 

- Estudar processo de fluxo contínuo dos nutrientes, visando o aumento do metabolismo 
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buscando o melhoramento do biosequestro dos íons; 

- Imobilizar os fungos para viabizar processos de reutilização das células fúngicas em 

aumentos de escala; 

- Estudar o processo de protonação da biomassa visando aumento do mecanismo de 

biossorção; 

 Enfim, o processo de redução da concentração de íons de Cr6+ em efluentes de 

curtume mostrou-se promissor. Com melhoramento do processo através dos estudos 

propostos acima, no futuro este tratamento biológico poderá ser ampliado e estudado para 

industrias de curtume de pequeno porte. Além disso, há uma necessidade e um apelo mundial 

para o desenvolvimento de novos métodos de tratamento de resíduos e efluentes líquidos que 

sejam viáveis economicamente e ecologicamente corretos. 
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