
1 
 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 

 

 

 

GLALBER LUIZ DA ROCHA FERREIRA 

 

 

 

 

 

SOLUBILIZAÇÃO DE FÓSFORO DO REJEITO DE MINÉRIO DE FERRO PELO 

FUNGO Aspergillus terreus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Goiânia 

2021 



2 
 
 

 



3 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 
 

GLALBER LUIZ DA ROCHA FERREIRA 

 

 

 

 

 

SOLUBILIZAÇÃO DE FÓSFORO DO REJEITO DE MINÉRIO DE FERRO PELO 

FUNGO Aspergillus terreus 

 

 

 

 

Tese apresentada à Coordenação do Programa de Pós-

Graduação em Ciência Ambientais da Universidade 

Federal de Goiás, como exigência para a obtenção do 

Título de Doutor em Ciência Ambientais. 

Orientador: Prof. Dr. José Daniel Gonçalves Vieira 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Goiânia 

2021 



5 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 
 

 

 



7 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 
 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Faço essa dedicatória ao único que é digno de receber a honra, a glória, o louvor, a adoração e 

a majestade (Judas 1:25): Jesus Cristo, sendo o rei dos reis e Senhor dos senhores (Apocalipse 

19:16), o Alfa e o ômega (Apocalipse 22:13), o autor e consumador da fé (Hebreus 12:2). 

“porque Dele, por meio Dele e para Ele, são todas as coisas; glória, pois, a Ele eternamente. 

Amém. (Roamnos 11:36). E a minha rainha Aline Bandeira e princesas Luísa Bandeira e Beatriz 

Bandeira, respectivamente. 



9 
 
 

AGRADECIMENTOS 

Sempre achei esta a pior parte da tese para escrever, talvez porque a vida não se coloca 

em análise regressão e não é pelo valor que descobrimos a significância das pessoas na nossa 

trajetória. 

Primeiro de tudo, gostaria de agradecer a Deus por me guiar, iluminar e me dar 

tranquilidade para seguir em frente com os meus objetivos e não desanimar com as dificuldades. 

“és meu tudo, és meu senhor, és meu amigo, meu intercessor, meu braço forte, meu 

conselheiro maravilhoso, meu grande eu sou, eu não sou nada sem ti, eu não vivo sem ti, sem 

tua presença eu morro, como eu te amo, como eu te quero, sim eu me prosto aos seus pés, a 

minha vida eu te consagro, tudo que tenho é totalmente teu, tudo que sou é totalmente teu ...” 

(Fernadinho) 

A minha preciosa esposa por sua dedicação, companheirismo, intercessão e amor, você 

é meu grande exemplo de temor e amor a Deus. Te amo. 

As minhas amadas filhas, Luísa Bandeira e Beatriz Bandeira, por participar ativamente 

de todos os momentos desse doutorado, até o fim. Acredito eu, já se sentindo parte de tudo, foi 

necessário muitas vezes dizer: “filhinha, agora não posso brincar, estou trabalhando neste 

momento”, ao brincar com as bonecas. Perdoe-me filhas por todos os momentos de ausência. 

O papai quer ser exemplo de perseverança e superação em sua vida e testemunho que todas as 

coisas nós podemos por meio Daquele que nos amou! Te amo. 

Dedico também ao meu sublime orientador Prof. Dr. José Daniel Gonçalves Vieira 

pela oportunidade de tê-lo como amigo, orientador e por ser meu incentivador para realização 

do doutorado e por todo apoio e dedicação. Obrigado por confiar em mim, louvo a Deus pela 

sua vida. 

 

 

 

 

 

 



10 
 
 

RESUMO 

Os processos extrativos, como exemplo do fósforo, são responsáveis por significativos 

impactos ambientais, e isso se deve pela geração de resíduos sólidos, como rejeitos de minério 

de ferro, rico em fósforo, que representam grande valor econômico e que com a implementação 

de processos extrativos de melhor eficiência, resulte num melhor aproveitamento de elementos 

importantes e específicos do montante extrativo. A biossolubilização, surge como uma 

tecnologia promissora e transformadora no campo do processo extrativo da mineração, fazendo 

o uso de micro-organismos na solubilização do fósforo ou mesmo na recuperação de solos, o 

qual é possível afirmar totalmente na aplicabilidade da recuperação por meio da solubilização 

do elemento fósforo por diferentes espécies de micro-organismos. Este estudo faz uso da 

biossolubilização do elemento fósforo a partir do rejeito de minério de ferro pelo Aspergillus 

terreus. De princípio foi realizado o isolamento de micro-organismo a partir do rejeito de 

minério de ferro com característica específica de solubilizar fósforo; em seguida, foi realizada 

a identificação do micro-organismo isolado, resultando na presença do Aspergillus terreus. As 

etapas de biossolubilização foram conduzidas a partir da verificação de solubilização de fósforo 

pelo Aspergillus terreus em fonte conhecida de fósforo, em meio contendo fosfato de cálcio, 

Ca5(OH)(PO4)3, e posteriormente, em meio contendo o rejeito de minério de ferro. Almejando 

estudos biotecnológicos, foi verificado o perfil de ácidos graxos pelo Aspergillus terreus 

produzido nos meios de cultura NBRIP, de uso geral e 9K-glicose, como uma possível fonte na 

produção de biodiesel. E por fim, foi realizado o estudo de viabilidade celular da microalga 

Acustodesmus obliquus, visando conhecer a melhor condição de armazenamento, como por 

simples congelamento, resfriamento ou congelamento com aplicação de substâncias 

crioprotetoras. Os resultados deste estudo demonstraram serem bastante promissores, 

apresentando solubilidade de 90,93% de fósforo na amostra de Ca5(OH)(PO4)3 como fonte de 

fósforo, e 87,77% de fósforo na amostra de rejeito de minério de ferro, representando também 

uma solubilidade de 0,19 mg e 0,22 mg de fósforo por grama de massa fúngica, 

respectivamente. Os resultados apresentados se devem a condições em ambas amostras de 

acidez no meio reacional, demonstrando uma diminuição no pH e na liberação de fosfatase 

ácida como função enzimática na solubilidade de fósforo. A velocidade média de solubilidade 

de fósforo no meio reacional foi de 1,76 mg.h-1 e 1,70 mg.h-1 em ambas as condições de 

biossolubilização, respectivamente. A biomassa fúngica revelou ótima composição de FAME, 

como possuir 35,89% a 29 ºC e 34,89% a 36 ºC de ácidos graxos saturados no meio NBRIP, 

como melhor meio de crescimento da biomassa. O Aspergillus terreus se mostrou ser bastante 
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qualificado na produção de biodiesel, sendo detectado 1,31% de ácidos graxos tri-insaturados 

(TUFA) e ausência de poli-insaturados (PUFA), conforme limites máximos estabelecidos pela 

norma europeia EN 1424, sendo 12% para TUFA e 1% para PUFA. Por último foi verificado 

que o Acutodesmos obliquus pode ser armazenado tanto por meio da refrigeração como pelo 

congelamento, sendo este por meio do uso de substâncias crioprotetoras, como o 

dimetilsufóxido (DMSO), o glicerol (Gli) e o polietilenoglicol (Poli). As informações trazidas 

neste trabalho revelam excelente eficiência na solubilização do componente fósforo presente 

no rejeito do minério de ferro pelo Aspergillus terreus, resultando numa possível aplicação na 

mineração, como uma alternativa para redução de custos de produção e condições sustentáveis 

do sistema de mineração, e assim, contribuindo na melhoria da qualidade do minério de ferro 

em no país, e uma provável finalidade do fósforo solubilizado, como na geração de produtos 

fosfatados. 

 

Palavras-chave: biossolubilização, fósforo, Aspergillus terreus, rejeito do minério de ferro, e 

Acutodesmus obliquus.   
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ABSTRACT 

Extractive processes, as an example of phosphorus, are responsible for significant 

environmental impacts, and this is due to the generation of solid waste, such as iron ore tailings, 

rich in phosphorus, which represent great economic value and which with the implementation 

of extractive processes better efficiency, results in a better use of important and specific 

elements of the extractive amount. Biosolubilization emerges as a promising and transformative 

technology in the field of mining extraction, making use of microorganisms in the solubilization 

of phosphorus or even in soil recovery, which is possible to affirm totally in the applicability 

of recovery through solubilization. phosphorus element by different species of microorganisms. 

This study makes use of the phosphorus element biosolubilization from iron ore tailings by 

Aspergillus terreus. In principle, microorganism was isolated from iron ore tailings with a 

specific characteristic of solubilizing phosphorus; then, the isolated microorganism was 

identified, resulting in the presence of Aspergillus terreus. The biosolubilization steps were 

carried out from the verification of phosphorus solubilization by Aspergillus terreus in a known 

source of phosphorus, in a medium containing calcium phosphate, Ca5(OH)(PO4)3, and 

subsequently, in a medium containing the ore tailings. iron. Aiming at biotechnological studies, 

it was verified the fatty acid profile by Aspergillus terreus produced in NBRIP culture media, 

of general use and 9K-glucose, as a possible source in the production of biodiesel. Finally, the 

cell viability study of the microalgae Acustodesmus obliquus was carried out, aiming at 

knowing the best storage condition, such as by simple freezing, cooling or freezing with the 

application of cryoprotective substances. The results of this study proved to be very promising, 

with solubility of 90.93% phosphorus in the Ca5(OH)(PO4)3 sample as a phosphorus source, 

and 87.77% phosphorus in the iron ore tailings sample, also representing a solubility of 0.19 

mg and 0.22 mg of phosphorus per gram of fungal mass, respectively. The results presented are 

due to conditions in both acid samples in the reaction medium, demonstrating a decrease in pH 

and in the release of acid phosphatase as an enzymatic function in phosphorus solubility. The 

average rate of phosphorus solubility in the reaction medium was 1.76 mg.h-1 and 1.70 mg.h-1 

in both biosolubilization conditions, respectively. The fungal biomass showed an excellent 

composition of FAME, such as having 35.89% at 29 ºC and 34.89% at 36 ºC of saturated fatty 

acids in the NBRIP medium, as the best biomass growth medium. Aspergillus terreus was 

shown to be highly qualified in the production of biodiesel, being detected 1.31% of tri-

unsaturated fatty acids (TUFA) and absence of polyunsaturated (PUFA), according to 

maximum limits established by the European standard EN 1424, being 12 % for TUFA and 1% 
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for PUFA. Finally, it was found that Acutodesmos obliquus can be stored both by refrigeration 

and by freezing, this being through the use of cryoprotective substances, such as 

dimethylsulfoxide (DMSO), glycerol (Gly) and polyethylene glycol (Poly). The information 

brought in this work reveals excellent efficiency in the solubilization of the phosphorus 

component present in the iron ore tailings by Aspergillus terreus, resulting in a possible 

application in mining, as an alternative to reduce production costs and sustainable conditions 

of the mining system, and so, contributing to the improvement of the quality of iron ore in the 

country, and a probable purpose of solubilized phosphorus, as in the generation of phosphate 

products. 

 

Keywords: biosolubilization, phosphorus, Aspergillus terreus, iron ore tailings, and 

Acutodesmus obliquus. 
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1 INTRODUÇÃO 

A demanda na produção de minério de ferro tem sofrido significativa expansão, e isso 

se deve a enorme procura pelo seu principal produto gerado que é o aço, principalmente pelos 

países em desenvolvimento (De Moraes, De Lima e Ribeiro, 2018). Quase todo o minério de 

ferro (98%) é utilizado na fabricação de aço, descrevendo, dessa forma, a importância da 

composição química básica desse minério, por causa dos possíveis principais contaminantes, 

como o fósforo, interferindo no processo de beneficiamento do metal ferro (Lõf e Ericsson, 

2017). 

O minério de ferro é designado como sendo de baixa ou alta qualidade, ou seja, de alto 

ou baixo teor de fósforo em sua composição, consecutivamente. O elemento fósforo é 

considerado o principal contaminante na indústria siderúrgica na produção do aço, causando de 

forma prejudicial no aumento da dureza, fragilidade e também na ductilidade do metal, no 

processo de produção do aço (Su et al., 2018).  

A maioria das reservas mundiais de minério de ferro são consideradas de baixa 

qualidade, apresentando diversos contaminantes, entre eles tendo o fósforo como o principal, 

que é um elemento bastante nocivo ao aço. De fato, é expressiva a exigência cometida pelos 

mercados internacionais de comércio de ferro por minérios de baixo teor de fósforo, e isso, é 

devido aos efeitos prejudiciais ocasionados por este elemento sobre o aço e em outros materiais 

obtidos a partir do ferro (Tudu et al., 2017).   

O minério de ferro, considerado pelos mercados internacionais de alta qualidade é 

aquele constituído com teor inferior a 0,07% de fósforo em sua composição, representando uma 

pequena parcela das reservas existentes no planeta. Além disso, o conteúdo de minério de ferro 

de alta qualidade no mundo, tido comercialmente o mais desejado, tem apresentado níveis altos 

de exaustão, o que tem despertado o dado momento a elaboração de novas tecnologias no 

processamento do minério de ferro de baixa qualidade (De Moraes e Ribeiro, 2018). 

Diversas são as tecnologias aplicadas hoje no processo de desfosforação do minério 

de ferro na indústria siderúrgica, sendo elas: separação por magnetização de torrefação (Cao et 

al., 2018; Zhang et al., 2019), redução direta à base de carvão (Zhao et al., 2018), tratamento 

térmico (Zhang et al., 2018; Zhao et al., 2018), tratamento por micro-ondas (Cai et al., 2018; 

Kim et al., 2018), tratamento ultra-sônico (He et al., 2018), lixiviação ácida (Xiang et al., 2018; 

Cai et al., 2018), lixiviação alcalina (Guo et al., 2015; Zhang et al., 2019), aglomeração seletiva 

(Yang et al., 2018), e flotação (Tudu et al., 2017; Zhang et al., 2019). 
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Pensando em tecnologias ambientalmente saudáveis, promissoras e seguramente mais 

empreendedoras para a indústria de mineração, surgem os processos biológicos por meio da 

biorremediação. Diversas são as tecnologias de biorremediação com possível aplicação no 

processo de desfosforação do minério de ferro, almejando o desenvolvimento sustentável da 

indústria siderúrgica, sendo elas: bioestimulação (Wei et al., 2018; Yuan et al., 2017), 

bioaumentação (Wei et al., 2019; Tamburini et al., 2017), Landfarming ou Landtreatment 

(Kumar, Shahi e Singh, 2018; Tak, 2019), biopilhas (Singh et al., 2019; Uddin, Sagar e 

Jagdeeshwar, 2017), bioventilação (Amadi e Ukpaka, 2016), biorreatores (Xiao et al., 2018; 

Xiao et al., 2017), aeração in-situ (Yuan et al., 2020; Wang e Jiang, 2016). 

A técnica de biolixiviação, ou também conhecida como biossolubilização, é uma 

técnica representante dentre os diferentes processos de biorremediação, é um processo 

concedido por tratamento biológico realizado por micro-organismos, o qual é procedida por 

reações metabólicas na geração de produtos como ácido mineral, ácidos orgânicos, polímeros 

e enzimas. Os subprodutos concebidos pelas reações metabólicas atacam o rejeito ou o resíduo, 

promovendo sua remoção, degradação, ou mesmo, sua solubilização (Chime et al., 2011; Jain 

et al., 2017; Tahir et al., 2018). 

Com a evolução e contribuição da Biotecnologia Moderna foi possível conhecer as 

diversas e diferentes técnicas moleculares aplicadas na seleção e identificação de micro-

organismos, principalmente aplicáveis nos processos de biorremediação (Wei et al., 2019). Este 

estudo tem como objetivo fazer uma breve revisão sobre a aplicabilidade da técnica de 

biossolubilização, por meio da solubilização do elemento fósforo por diferentes tipos de micro-

organismos, como também fazer um estudo experimental quantitativo e qualitativo de um fungo 

isolado do rejeito de minério de ferro na solubilização de fósforo de uma fonte conhecida 

contendo fosfato de cálcio e noutra no próprio rejrito de minério de ferro. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

• Isolar micro-organismos solubilizadores de fosforo presentes em resíduos da mineração 

de ferro.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Isolar micro-organismo com capacidade de solubilizar fósforo; 

• Determinar a solubilização de fósforo pelo Aspergillus terreus, isolado do rejeito de 

minério de ferro, em fonte conhecida de fósforo, o fosfato de cálcio, Ca5(OH)(PO4)3. 

• Determinar a solubilização de fósforo pelo Aspergillus terreus, em meio contendo o 

rejeito de minério de ferro; 

• Verificação do perfil de crescimento e de ácidos graxos do Aspergillus terreus crescido 

em nos meios de cultura NBRIP, de uso geral e 9K-glicose; 

• Realização de estudo de viabilidade celular da microalga Acutodesmus obliquus. 
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3. ESTRUTURA DA TESE 

 

A tese apresenta-se subdividida em quatro capítulos organizados na forma de artigos científicos 

e está disposta da seguinte forma: 

 

Capítulo 1: Artigo de revisão, referente a apresentação de diferentes estudos aplicáveis a 

biossolubilização de fósforo a partir de diferentes micro-organismos, como bactérias, fungos e 

consórcio de bactérias e consórcio de bactérias e fungos. A versão em inglês do artigo foi 

submetida em dezembro de 2020 na revista Journal of Earth and Environmental Sciences 

Research. 

 

Capítulo 2. Isolamento de fungo do rejeito de minério de ferro, identificação do fungo 

Aspergillus terreus e prospecção na solubilização do fósforo em meio enriquecido e conhecido 

do componente elementar fósforo, Ca5(OH)(PO4)3. A amostra de rejeito de minério de ferro foi 

obtida de uma mineradora da cidade de Catalão, Goiás, Brasil. A versão em inglês do artigo foi 

submetida em dezembro de 2020 na revista Journal of Earth and Environmental Sciences 

Research. 

 

Capítulo 3. Uso do Aspergillus terreus como prospecção na solubilização do fósforo em meio 

contendo o rejeito de minério de ferro. A amostra de rejeito de minério de ferro foi obtida de 

uma mineradora da cidade de Catalão, Goiás, Brasil. Este artigo está em avaliação para possível 

submissão em revista. 

 

Capítulo 4. Utilização da biomassa do Aspergillus terreus em análise de perfil de FAME, na 

verificação de produção de ácidos graxos saturado. Este artigo está em avaliação para possível 

submissão em revista. 

 

Apêndice 1. Estudo de verificação de vida útil do Acutodesmus obliquus, em condições de 

refrigeração e congelamento, com o uso de agentes crioprotetoras como o dimetilsufóxido 

(DMSO), glicerol (GLI) e polietilenoglicol (POLI). Este artigo está em avaliação para possível 

submissão em revista. 



32 
 
 

4. CAPÍTULOS 
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REVISÃO: BIOSSOLUBILIZAÇÃO DE FÓDFORO POR MICRO-ORGANISMOS 

 

RESUMO 

O fósforo (P) é um dos macronutrientes essenciais para o crescimento e a reprodução das 

plantas, sendo a sua principal fonte as rochas fosfatadas (PRs). Diante do processo extrativo 

desse mineral, é caracterizado grandes impactos ambientais, com a geração de resíduos sólidos 

que representam grande valor econômico quando se utiliza técnicas apropriadas de 

aproveitamento dos minerais nos resíduos sólidos, representando um processo extrativo de 

melhor eficiência e aproveitamento do montante extraído. São muitas as técnicas possíveis 

aplicáveis para um melhor rendimento no processo extrativo, como exemplo, em destaque a 

biossolubilização, que faz uso de diferentes micro-organismos na solubilização do elemento 

fósforo. Neste artigo de revisão, será apresentado diferentes micro-organismos na solubilização 

de fósforo, como também o conhecimento das características químicas e biológicas dos micro-

organismos no processo de biossolubização.   

 

Palavras-chave: biossolubilização, fósforo, micro-organismos, solubilização, rochas fosfatadas. 

. 
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1 INTRODUÇÃO 

Inevitavelmente os desafios da problemática ambiental permeiam todas as atividades 

relacionadas com os processos industriais. E por isso, é possível afirmar que a mineração, 

somada com a agricultura, a exploração florestal, a produção de energia, os transportes, a 

construção civil (urbanização, estradas, etc.) e as indústrias básicas (químicas e metalúrgicas) 

são consideradas as causadoras de quase todo o impacto ambiental existente na Terra (De Boer 

et al., 2019). 

Em destaque, a atividade mineradora no Brasil, se afirma com grande destaque sócio-

econômico para o país, contribuindo de forma decisiva para o bem estar e na melhoria da 

qualidade de vida das presentes e futuras gerações, o que é fundamental para o desenvolvimento 

de uma sociedade igualitária, que seja por meio da responsabilidade social, considerando 

sempre presentes os preceitos do desenvolvimento sustentável. É importante reconhecer e 

manter sob controle os impactos que esta atividade provoca no meio ambiente, e assim, 

proporcionando um meio ambiente adequado para as futuras gerações (Pena et al., 2017). 

Segundo o Anuário Mineral do Brasil as principais substâncias extraídas no território 

brasileiro são: ferro; calcário, titânio, fosfato/rocha fosfática, alumínio (bauxita); ouro; estanho; 

cobre; zircônio; nióbio; caulim; manganês; níquel e zinco (DNPM, 2017). Dentre os minerais 

citados anteriormente, destaca-se a rocha fosfática, dados apresentados pela United States 

Geological Survey – USGS indicam que, em 2019, a produção mundial de rocha fosfática foi 

de 240 milhões de toneladas, sendo a China responsável pela metade da produção de 2019, em 

todo o mundo (USGC – 2020). 

Conforme apresentado a USGS (2020), referente aos anos de 1996 até 2019, 

correspondendo a dados de 24 anos de processo extrativo da rocha fosfática, foram produzidos 

nas minas do Brasil 129.950.000 toneladas de fosfato concentrado na forma de pentóxido de 

fósforo (P2O5). Assim como demonstrado pela Figura 1, é possível observar uma progressão no 

aumento na produção de P2O5 em minas no Brasil, e assim, respondendo por um aumento 

significativo de 47,22% desde 1996 até 2019, o que é sugestivo a uma média de 5.414,6 103 

toneladas de P2O5 produzido no Brasil. Já na Figura 2, é nítida a verificação de uma flutuação 

nos índices da capacidade de produção de P2O5 pelas reservas no Brasil, sendo muito expressiva 

a queda da capacidade produtiva de P2O5 a partir de 2016, alcançando uma queda de 48,48%, 

sendo este correspondente ao período de 1996 á 2019. 
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Figura 1: Representação gráfica da concentração de P2O5 em reservas do Brasil a partir das 

informações geradas do banco de dados do USGS (2020). 

No Brasil, os maiores depósitos de fósforo (P) estão associados a complexos do tipo 

alcalino-carbonatíticos, de origem ígnea, e isso se deve a processos de alteração intempérica, 

como é verificado em Complexos de Salitre, em que apresentam baixo teor de P, quando 

comparados com depósitos de origem sedimentar, como fosforitos marinhos, e depósitos 

associados a complexos alcalinos, apresentando uma complexidade mineralógica acentuada 

(Uliana et al., 2009). 

 

Figura 2: Representação gráfica da produção de fosfato concentrado em minas do Brasil a partir 

das informações geradas do banco de dados do USGS (2020). 
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Nas diversas atividades da mineração, grandes volumes e massas de materiais são 

extraídos e movimentados, causando grandes impactos ambientais, como na geração de 

resíduos sólidos, conhecidos como estéreis e rejeitos. Os estéreis são resíduos gerados pelas 

atividades de extração ou lavra, no decapeamento da mina, considerado como material sem 

valor econômico e ficam dispostos geralmente em pilhas. Já os rejeitos são resíduos resultantes 

dos processos de tratamento e beneficiamento das substâncias minerais (IBRAM, 2016).  

Existe também outro tipo de resíduo, constituído por um conjunto bastante diverso de 

materiais, tal como a barragem de contenção de resíduos, provenientes da operação das plantas 

de extração e de beneficiamento das substâncias minerais. A quantidade de resíduos gerada é 

sempre muito grande e depende dentre outros fatores, do processo utilizado para extração do 

minério e da localização da jazida em relação à superfície (Mechi e Sanches, 2010). As 

substâncias minerais contidas nos resíduos sólidos apresentam potencialidade para o uso em 

outras atividades industriais ou na agricultura (Brigezu e Bleischwitz, 2017). 

O P contido no fosfato não é considerado um elemento tóxico à saúde dos seres vivos, 

sendo, ao contrário, essencial à manutenção da vida. A presença deletéria do P no meio 

ambiente está relacionada com o aporte excessivo nas águas. Neste caso, o nutriente pode 

desencadear processos de eutrofização, ou fertilização, ocasionando, por exemplo, proliferação 

de algas e de outras plantas aquáticas superiores, as macrófitas (Arias et al., 2016). O aumento 

nos níveis de eutrofização pode acarretar a diminuição da quantidade e da qualidade da água e 

a perda da capacidade de sustentabilidade do sistema, com consequente aumento do nível de 

toxicidade e deterioração da saúde humana (Faustino et al., 2016). 

Conforme análise das expectativas tecnológicas atuais, o setor de mineração não tem 

se destacado como um setor com grandes padrões de inovação, mesmo que faça uso de 

equipamentos de alta tecnologia, e por isso, a indústria da mineração não tem apresentado 

capacidade em alcançar a sua totalidade de aproveitamento dos elementos da natureza, e isso 

se deve a métodos falíveis do processo de mineração (Behera et al., 2014). Diante desta 

situação, faz necessário que as mineradoras façam frente na procura de novos desafios na busca 

de um comportamento inovador, visto as pressões de mercado, e assim, necessitando de novas 

tecnologias que sejam mais produtivas, com menores percas no processo extrativo e produtivo 

e ao mesmo tempo sejam menos dispendiosas que as tecnologias atuais (Mendes et al., 2013). 

À vista disso, diversas técnicas sendo elas físicas, químicas e biológicas, vêm sendo 

desenvolvidas para a solubilidade de elementos tóxicos e metais minerais. Portanto, a 

solubilidade do fósforo pode ser alcançada por vários processos físico-químicos, dentre eles, 

por métodos considerados convencionais, mais que resultam em muitas desvantagens, como 
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custo elevado, baixa remoção do metal e alta demanda de reagentes, e ainda podem ser 

ineficazes, especialmente quando se tratam de grandes volumes e baixas concentrações (Dal 

Magro et al., 2013; Farhan e Khandom, 2015). 

Como solução para a própria problemática, é possível citar a técnica por 

biossolubilização como alternativa promissora, pois se trata de um processo de baixo custo, de 

elevada eficiência de remoção, passível de regeneração, alta seletividade frente a diferentes 

espécies metálicas, alta capacidade de recuperação do metal, além de mostrar-se menos 

agressivo ao meio ambiente (Ye etal., 2017). E como vantagem, a técnica por biossolubilização 

consiste na destoxificação do local, ou mesmo, na remoção de elementos contaminantes do solo 

por biomassas através de micro-organismos ativos, que possuam a capacidade de modificar ou 

decompor tais elementos tóxicos e metais minerais (Dotaniya et al., 2018).  

Em destaque, a biossolubilização faz uso de diversos micro-organismos na sua função 

ativa, como bactérias, fungos, leveduras e cianobactérias, os quais apresentam mecanismos 

específicos subjacentes necessários à biossolubilização, sendo dependente de diversos fatores 

como a composição química da parede celular do biossorvente, das condições físico-químicas 

do meio externo, e por fim, das propriedades químicas do metal (Ye etal., 2017). 

2 FÓSFORO 

 O fósforo (P) é um elemento essencial a todos os organismos vivos, considerado um 

macronutriente essencial, estando presente em ácidos nucleicos, fosfolipídeos, 

lipopolissacarídeos, como também em vários solutos citoplasmáticos, assim como no 

metabolismo energético dos seres animados, como no ciclo do ATP-ADP, armazenamento, 

expressão de informação genética (DNA e RNA), e estrutura óssea, além de participar 

ativamente no processo de crescimento e sustentação corporal dos vegetais e animais. 

Comparando o fósforo com outros elementos químicos, o mesmo é considerado insubstituível 

(Shrivastava et al., 2018). 

 Considerando em termos mundiais, o P é encontrado contido nas rochas de depósitos de 

origens sedimentares, ígneas e biogenéticas. Em termos de desenvolvimento e manutenção do 

crescimento das plantas, o P é disposto geralmente na forma de P2O5, sendo o grande 

responsável na geração de energia para a produção vegetal (Roy, 2017). Dentre os minerais 

existentes, o fósforo é um dos recursos mais escassos do mundo, além de ser uns dos principais 

como fator limitante para várias culturas em diferentes tipos de solos. O mineral fósforo na sua 

forma solúvel é considerado altamente reativo com os elementos cálcio, ferro, alumínio, e 

também as argilas, matéria orgânica e carbonatos, e assim, levando à formação de complexos 

com alta insolubilidade, ou seja, tornam-se indisponíveis para as plantas (Xiao et al., 2017). 
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 A principal fonte de fósforo são as chamadas rochas fosfatadas (PRs), sendo este 

representando um termo impreciso, devido as rochas fosfatas serem disponibilizadas nas formas 

não processadas e concentradas, ou seja, na forma beneficiada, o que é considerada a principal 

fonte economicamente viável de fósforo, sendo expresso em P2O5. No Brasil, sabe-se que 80% 

dos depósitos de fosfato são de origem ígnea com teor considerável de P2O5, representando um 

percentual de cerca de 17% em termos mundiais. (Mazzili, 2016; Carmo et al., 2019).  

 O fósforo elementar não é encontrado disponível na natureza, mais combina-se 

espontaneamente e facilmente com o elemento químico oxigênio, formando o pentóxido de 

fósforo (P2O5), e que quando combinado com a água é formado o ácido fosfórico. O P2O5, 

ocupa o décimo primeiro lugar na ordem de abundância de elementos nas rochas ígneas da 

crosta terrestre (Shrivastava et al., 2018). 

 No Brasil, a maior parte do solo é classificado como latossolos, que apresenta 

características de alta profundidade, altamente degradados, muito drenados e fortemente ácidos. 

Neste tipo de solo ocorre o domínio de óxidos, hidróxidos e oxi-hidróxidos dos elementos ferro 

(Fe) e alumínio (Al), que facilmente facilitam a adsorção com o fosfato, ocorrendo a formação 

de fosfatos de ferro e alumínio (Khan et al., 2010).
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Micro-organismo Gênero Quantidade de P solubilizado Eficiência (%) Referência 

Bactéria 

Pantoea. agglomerans ZB 1247,78 mg L-1 24,95 Li et al., 2020 

Enterobacter sakazakii 1728,00 mg L-1 79,00 

Mouradi et al., 2017 Pseudomonas pseudomallei 1432,20 mg L-1 77,00 

Pseudomonas cepacia 1272,10 mg L-1 60,00 

Bacilus megaterium 2,757 mg L-1 55,14 

Carmo et al., 2019 Bacilus licheniformis 2,730 mg L-1 54,60 

Pseudomonas fluorescens 1,395 mg L-1 27,90 

Fungos 

Aspergillus niger 75,79 mg L-1 40,53 

Xiao et al., 2011 Aspergillus japonicus 66,18 mg L-1 35,39 

Aspergillus simplicissimum 85,43 mg L-1 45,68 

Fusarium moniliforme 11,54 mg L-1 3,59 

Abdel-Ghany et al., 2019 Aspergillus chevalieri 24,40 mg L-1 7,60 

Trichoderma harzianum 28,40 mg L-1 8,85 

Trichoderma asperellum 11,92 mg L-1 95,39 Kribel et al., 2019 

Consórcio bacteriano 

Serratia liquefaciens 

TCP – Ca3(PO4)2 – 715 µg 

mL-1 

TRP – fosfato de rocha da 

Tunísia – 605 µg mL-1 

TCP – 71,60 

TRP – 92,42 
Zineb et al., 2020 

Pseudomonas spp 

Pseudomonas koreensis 

Pseudomonas corrugata 

Bacillus safensis 
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Burkholderia spp 

Pseudomonas frederiksbergensis 

Bacillus circulans 

Bacillus 

299,0µg L-1 29,0 Emami et al., 2020 

Pseudomonas 

Staphylococcus 

Paenibacillus 

Stenotrophomonas 

Sphingobacterium 

Lysinibacillus 

Advenella 

Enterobacter 

Variovorax 

Plantibacter 

Consórcio entre bactéria e fungo 

Rhodospirillales 

153,00 mg L-1 86,10 Xiao et al., 2017 

Rizobiales 

Esfingebacteriana 

Esfinge 

Lactobacillales 

Burkholderiales 
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Rhodocyclales 

Flavobacterianos 

Caldilineales 

Xanthomonadales 

Bacillales 

Nitrosomonadales 

Rodobacterales 

Planctomycetales 

Clostridiales 

Saccharomycetales 

Hypocreales 

Ofiostomatales 

Bacillus sp 
370 µg mL-1 18,53 Saxena et al., 2015 

Aspergillus niger 

 

Tabela 1: Apresentação de bactérias, fungos, consórcio entre bactérias e consórcio entre bactérias e fungos na solubilização do elemento químico 

fósforo. 
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3 BIOSSOLUBILIZAÇÃO 

 Muitos estudos mostram que os micro-organismos poderiam solubilizar 

elementos químicos considerados insolúveis, e convertê-los na forma solúvel, e dentre as 

técnicas citadas pelo processo de biorremediação, surge a técnica de biossolubilização, 

podendo ser explorada por meio da biotecnologia ambiental na remoção de contaminantes 

de solos, sedimentos e resíduos industriais (Carmo et at., 2019). 

Na busca por tecnologias ambientalmente saudáveis para a indústria de 

mineração, os processos biológicos como a biossolubilização é encarada como sendo uma 

das soluções mais promissoras e certamente a mais revolucionária para resolução de 

diferentes tipos de problemas ambientais, principalmente aplicável em indústrias 

mineradoras (Zineb et al., 2020). 

 Considerando o processo de biossolubilização, o mesmo é encarado como um 

tratamento biológico realizado por micro-organismos, que por meio de suas reações 

metabólicas, geram produtos químicos como ácido mineral, ácidos orgânicos, polímeros 

e enzimas. Estes subprodutos químicos atacam o rejeito contido no minério, promovendo 

a sua dissolução e produzindo sua remoção seletiva (Chime et al., 2013). 

Vários são os micro-organismos que têm sido utilizados com considerável 

eficiência na solubilização de elementos químicos diversos, a título de exemplo as 

bactérias, os fungos, ou mesmo quando associados, como demonstrado pela Tabela 1, 

quando são expressados bactérias, fungos, consórcio de bactérias e consórcio de bactérias 

e fungos na solubilização do fósforo. 

 

3.1 Bactérias 

Sob condições de culturas otimizadas Li et al. (2020), realizou estudos de 

solubilização de fósforo a partir da bactéria Pantoea. agglomerans ZB, sendo a mesma 

obtida do solo rizosférico da Araucária que cresce na praia do rio Qingshan na capital 

Wuhan, província de Hubei na China, e assim, alcançando uma solubilização máxima de 

1247,78 mg L-1 de fósforo, o que corresponde a uma eficiência de 24,45% de 

biossolubilização. 

Segundo os estudos realizados por Mouradi et al. (2017), as cepas isoladas do 

depósito de fosfato El Halassa identificadas como Enterobacter sakazakii, Pseudomonas 

pseudomallei e Pseudomonas cepacia, apresentaram uma capacidade máxima de liberar 

o fosfato solúvel a partir do Ca5(PO4)3(OH) nas concentrações de 1728 ± 0,5, 1432,2 ± 1 
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e 1272,1 ± 0,5 mg Pi L
-1 respectivamente, correspondendo aos valores de eficiência de 

79%, 77% e 60% respectivamente na técnica aplicada de biossolubilização do fósforo.    

Carmo et al. (2019), em seus estudos de biossolubilização de fósforo, procedeu 

seus testes de solubilização em um biorreator air lift a partir de rochas fosfatadas, sendo 

utilizado três cepas em separado, sendo o Bacilus megaterium, Bacilus licheniformis e 

Pseudomonas fluorescens, que responderam com uma biossolubilização de 2,757 mg L-

1, 2,730 mg L-1 e 1,395 mg L-1, respectivamente de fósforo, correspondendo a uma 

eficiência de 55,14%, 54,60% e 27,90% de solubilização de fósforo. 

3.2 Fungos 

Nos estudos desenvolvidos por Xiao et al. (2011), foram utilizadas três cepas 

fúngicas, sendo o Penicillium simplicissimum, Aspergillus niger e Aspergillus japonicus 

e, que foram isolados do solo rizosférico do trigo, os quais as cepas demonstraram a 

capacidade de solubilização de fósforo da ordem de 85,43 mg L-1, 75,79 mg L-1 e 66,18 

mg L-1, respectivamente, no sétimo dia de incubação, e assim, correspondendo a uma 

eficiência de 45,68%, 40,53% e 35,39% de solubilização do fósforo, respectivamente. 

O Fusarium moniliforme, Aspergillus chevalieri e Trichoderma harzianum, 

obtido no isolamento a partir do solo rizosférico cultivado com Sorghum bicolor L., são 

fungos que foram utilizados por Abdel-Ghany et al. (2019), visando a solubilização de 

fósforo inorgânico, obteve uma biossolubilização máxima de P de 11,54 mg L-1, 24,40 

mg L-1 e 28,40 mg L-1, respectivamente, e significando nesta ordem numa eficiência de 

3,59%, 7.60% e 8,85% na solubilização do fósforo. 

Kribel et al. (2019), em seus estudos realizou o isolamento do fungo Trichoderma 

do solo com raízes em local adjacente as minas de fosfato de Marrocos, o qual testou 

qualitativamente in vitro quanto ao seu ao seu potencial para solubilizar o fósforo da rocha 

fosfática, sendo revelado positivo o desenvolvimento em meio Modificado Pikovskaya 

Agar (MPA), contendo o analito fósforo, sendo observado um bom crescimento radial 

superior a 79,8 mm no período de 6 dias, mesmo que não tenha apresentado a presença 

de nenhuma zona clara ao redor da colônia, que caracteriza-se como potencial 

solubilizador de fósforo. O fungo demonstrou a capacidade de solubilizar uma 

concentração máxima de 11,92 mg L-1 de fósforo, referindo-se a uma eficiência de 

95,39% de biossolubilização de P.   

3.3 Consórcio microbiano 

 São muitos os tipos diferentes de micro-organismos solubilizadores de fósforo, 

como citado na Tabela 1, assim como as bactérias e os fungos, tornam o fósforo insolúvel 
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em solúvel, pela função chamada fosforossolubilizante (PS), que pode ser facilmente 

absorvido pelas plantas (Xiao et al., 2018). São poucos os estudos que relatam o uso do 

consórcio microbiano em estudos de biossolubilização, por isso, pouco se sabe sobre seus 

mecanismos de solubilização, ficando difícil realizar relatos comparativos para novos 

estudos (Prakash et al., 2017).   

3.3.1 Consórcio bacteriano 

 Nos estudos desenvolvidos por Zineb et al. (2020), as bactérias Serratia 

liquefaciens, Pseudomonas spp, Pseudomonas koreensis, Pseudomonas corrugata, 

Bacillus safensis, Burkholderia spp, Pseudomonas frederiksbergensis e Bacillus 

circulans, foram utilizadas em consórcio no processo de solubilização de fosfato em 

amostras de fosfato de cálcio (TCP), Ca3(PO4)2, e fosfato de rocha da Tunísia (TRP), 

contendo 30% de P2O5. Os resultados apresentados por Zineb, demonstram uma 

solubilização de 715 µg mL-1 de fósforo na amostra de TCP, e 605 µg mL-1 de fósforo na 

amostra de TRP, equivalendo a uma eficiência de 71,60% e 92,42%, respectivamente. 

 O consórcio bacteriano de Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, 

Paenibacillus, Stenotrophomonas, Sphingobacterium, Lysinibacillus, Advenella, 

Enterobacter, Variovorax e Plantibacter, alvo de estudo de Emami et al. (2020), revelou 

a solubilização de 299 µg mL-1 de fósforo de amostras de solo de raiz e rizosfera de trigo 

(Triticum aestivum L.), indicando uma eficiência de 29% de solubilização do fósforo. 

3.3.2 Consórcio entre bactéria e fungo 

  Xiao et al. (2017), em seu estudo fez uso de um consórcio microbiano obtido por 

meio do isolamento e posterior enriquecimento feito a partir do lodo ativado, coletado de 

uma estação municipal de tratamento de águas residuais em Edmonton, Canadá. Os 

pesquisadores utilizaram um consórcio microbiano composta por (Bactérias) 

Rhodospirillales (8,73%), Rizobiales (8,13%), Esfingebacteriana (7,57%), Esfinge 

(6,70%), Lactobacillales (5,30%), Burkholderiales (5,22%), Rhodocyclales (3,6%) 2%), 

Flavobacterianos (3,10%), Caldilineales (2,79%), Xanthomonadales (2,71%), Bacillales 

(1,96%), Nitrosomonadales (1,95%), Rodobacterales (1,95%), Planctomycetales (1,72%) 

e Clostridiales (1,56%), ao nível da ordem, e (Fungos) Saccharomycetales (39,46%), 

Hypocreales (0,51%) e Ofiostomatales (0,18%) ao nível da ordem. Os resultados obtidos 

pelo grupo de Xiao obtiveram uma solubilização de 153,00 mg L-1 de fósforo, revelando 

uma eficiência da grandeza de 86,10%. 

 Os cientistas Saxena et al. (2015), trabalharam em seu estudo o consórcio 

bacteriano e fúngico, relatando o uso do Bacillus sp e Aspergillus niger na solubilização 
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do fósforo, em função do crescimento e promoção do grão-de-bico, o qual foi relatado 

um maior aumento no comprimento da disparada e da raiz de 43,73 e 13,96 cm na planta, 

respectivamente, sendo também observado uma solubilização máxima de fósforo pelo 

consórcio da ordem de 370 µg mL-1, correspondendo a eficiência de 18,53% de 

solubilização do elemento químico fósforo, após o segundo dia de incubação.  

4 BIOSSOLUBILIZAÇÃO DE FÓSFORO 

A solubilização de compostos de fósforo (P) por micro-organismos, 

denominados de P-solubilizadores que são naturalmente abundantes nos solos, são 

eficazes na liberação de P inorgânico através da solubilização por funções orgânicas do 

micro-organismo, conduzido pela mineralização do fósforo insolúvel presente no solo e 

disponibilidade para a planta (Li et al., 2020). Sabe-se também que a biomassa microbiana 

do solo contém uma quantidade significativa de fósforo imobilizado, que se encontra 

potencialmente disponível para as plantas (Abdel-Ghany et al., 2019).  

Entretanto, diversas são as teorias propostas que explicam os mecanismos de 

solubilização do P pelos micro-organismos, os quais são organizadas em três grupos, 

sendo o primeiro referente a teoria proposta por Cunningham e Kuiack (1992), baseada 

na função dos ácidos orgânicos; a segunda contempla a teoria do dissipador, defendida 

por Halvorson, keynan e Kornberg (1990); e por fim a terceira contribuição por Illmer e 

Schinner (1992), que explicita sobre a teoria da acidificação e excreção de H+. Destes, a 

teoria do ácido orgânico é a que melhor explicita o mecanismo de solubilidade do fósforo 

e é a teoria mais aceita pela maioria da comunidade científica em todo o mundo (Xiao et 

al., 2011).  

Na teoria do ácido orgânico, as fontes insolúveis de P são solubilizadas por 

bactérias e fungos P-solubilizadores promovendo o baixamento do pH, ou seja, 

aumentando a acidez do meio reacional. A diminuição do pH no meio reacional sugere a 

ocorrência da liberação de ácidos orgânicos pelos micro-organismos (Adhikari e Pandey 

2019). Tais ácidos orgânicos podem dissolver de forma direta o mineral fósforo, este 

como resultado da troca aniônica do PO4
2- por ânion ácido, ou mesmo, podendo quelar os 

ínos Fe e Al associado ao P. Nesta síntese, ocorre a descarga de ácido orgânico pelas 

cepas microbianas se acidificando e ao ambiente circundante, que por fim, conduz na 

liberação de íons P do mineral P pela substituição do H+ pelo Ca2+ (Behera et al., 2017). 

Dos diferentes ácidos orgânicos envolvidos na solubilização de P insolúveis, os mais 

proeminentes são liberados por cepas fúngicas, tais como: succinicos, cítricos, glofônicos, 

α-acetoglucônicos e ácidos oxálicos (Govarthanan et al., 2018). 
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Na teoria da dissipação proposta por Halvorson, keynan e Kornberg (1990), os 

micro-organismos P-solubilizadores assimilam o fósforo do meio líquido, ativando a 

dissolução indireta de compostos de fosfatos de cálcio por remoção consistente de fósforo 

do meio de cultura. A teoria da dissipação, geralmente, elucida a solubilização na forma 

de mineralização de compostos de P orgânicos nos quais o conteúdo de P na biomassa 

microbiana está consistentemente correlacionado coma decomposição de substratos 

orgânicos. 

A capacidade das enzimas disponibilizadas pelos micro-organismos na 

realização de uma função desejada na rizosfera é um aspecto crucial pra sua eficácia na 

nutrição vegetal. E tais enzimas tem um papel importante na liberação do fósforo por 

meio de compostos orgânicos no solo, como: i. as fosfatase inespecíficas de 

desfosforilação do organofosfato ou de ligações fosfoanidreto da matéria orgânica; ii. As 

fitases, responsáveis por causar especificamente a liberação de P do ácido fítico, e por 

fim iii. as fosfonatases e C-P liases, e este último causador da clivagem da ligação C-P 

dos organofosfonatos (Adhikari e Pandey, 2019).  

Segundo Rodriguez et al. (2006), a depleção orgânica de fósforo pelo vegetal na 

rizosfera tem sido compensada pela absorção de fósforo pelas plantas, por meio da 

eficiência das fosfatases microbianas, que são liberadas fora da célula e participarem da 

dissolução e mineralização de compostos orgânicos de fósforo. Entre as fosfatases, se 

destaca a fosfatase ácida, que é comumente encontrada em fungos, sendo detectada em 

vacúolos, vesículas e em outros órgãos intracelulares e extracelulares de fungos. 

  Uma outra aplicação também significante das enzimas dissolvedoras de fósforo 

é a solubilização do fósforo orgânico presente no solo através da degradação do fitato, 

que é mediada pela ação da enzima fitase (Govarthanan et al., 2018). De acordo com 

Richardson et al. (2001), é relatado em seus estudos que a capacidade das plantas em 

obter fósforo diretamente do fitato é muito limitado, mas que quando o fitato é fornecido 

a planta é apresentado uma melhora significante no crescimento e na nutrição das plantas, 

levando a um aumento na nutrição de fósforo a tal ponto que o crescimento e o teor de 

fósforo da planta eram equivalentes ao controle de plantas fornecidas com fósforo 

inorgânico.        

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 O estudo consistiu na apreciação de diferentes micro-organismos como, bactérias, 

fungos, consórcio de bactérias, e consórcio de bactérias com fungos, aplicáveis para a 

técnica de solubilização de fósforo, uma vez que o mesmo se encontra insolúvel no solo, 
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e assim, sendo solubilizado pelo processo de biossolubilização. Como também 

compreender as funções químicas e biológicas dos micro-organismos no processo de 

biossolubilização, para melhoramento da técnica, e almejando maiores rendimentos e 

eficiência no processo de biomineração do fósforo. 
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SOLUBILIZAÇÃO DE FÓSFORO POR FUNGO ISOLADO DE REJEITOS DE 

MINÉRIO DE FERRO 

 

RESUMO 

Diante das grandes expectativas tecnológicas no setor de mineração na 

atualidade, é averiguada uma incapacidade das mineradoras de se alcançar a sua 

totalidade no aproveitamento de minerais presentes na natureza, e isso é ocasionado 

primordialmente pela utilização de métodos considerados falíveis no processo de 

mineração. Frente a tal condição se faz necessário o desenvolvimento de novas 

tecnologias com comportamento inovador, buscando formas mais produtivas. Dentre as 

tecnologias já existentes, é proposto um estudo com visão tecnológica e promissora, que 

trata do processo de biossolubilização de fósforo de uma fonte conhecida de fósforo tida 

como insolúvel por um fungo isolado do rejeito de minério de ferro. Os ensaios genéticos 

revelaram que o micro-organismo pertence ao gênero Aspergillus, ou seja, da espécie 

Aspergillus terreus. Os ensaios analíticos propostos neste estudo apontaram para uma 

solubilização de 90,93 % do fósforo pela biomassa fúngica, que corresponde a 296,56 mg 

L-1 de fósforo solúvel, ocorrendo num período de 168 horas de processo, respondendo 

por uma solubilização média de 1,76 mg h-1. O processo de biossolubilização demonstrou 

ser uma ótima alternativa tecnológica na redução de custos de produção e no 

estabelecimento da sustentabilidade do sistema de extração mineral, sendo uma 

alternativa viável na purificação e na agregação de valor ao minério de ferro, e também 

na obtenção de outro composto constituído de fósforo, gerando uma nova fonte 

econômica, como exemplo na produção de fertilizantes. 

 

Palavras-chave: biossolubilização, solubilização, fungo, fósforo, Aspergillus terreus. 
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1 INTRODUÇÃO 

O minério de ferro é considerado a principal matéria-prima na indústria 

siderúrgica, atuando diretamente na fabricação e transformação do ferro gusa e aço 

(Yamamoto e Nakamoto, 2018; Nakajima et al., 2019). O Brasil, como também a 

Austrália Ocidental, a África do Sul e o centro-sul da China, são destacados por possuírem 

uma enorme quantidade de recursos de ferro, mais com alto teor de fósforo, em muitas 

áreas de produção de minério de ferro (Su et al., 2018). O minério de ferro é designado 

geralmente como tendo alto ou baixo grau com base no seu teor de ferro, sendo que os 

minérios de alta qualidade, os quais são encontrados com teor de fósforo inferior a 0,07% 

de fósforo, são considerados comercialmente os mais desejados, e por isso estão se 

esgotando muito rapidamente, restando no futuro a exploração e beneficiamento de 

minérios de ferro de baixo teor (Tudu et al., 2017; Ofoegbu, 2019). 

Como não se sabe exatamente como o fósforo é encontrado no minério de ferro, 

é deduzido que o fósforo esteja presente no minério na forma de fosfato, adsorvido na 

superfície da partícula ou ocluído nos microporos. Uma outra possibilidade também 

sugerida é que o fósforo esteja dentro da estrutura dos oxihidróxidos ou como um mineral 

fosfato. No Brasil, wavellite, Al3(PO4)2(OH)3.5(H2O); a senegalite, 

Al3(PO4)(OH)3(H2O); a turquesa, CuAl6(PO4)4(OH)8.0,5(H2O), são os principais fosfatos 

encontrados no minério de ferro (Pereira e Papini, 2015). 

No processo siderúrgico do minério de ferro, o fósforo é destacado como sendo 

um elemento prejudicial no processo de produção do aço, e assim, danificando de forma 

significativa a qualidade dos produtos siderúrgicos, como no aumento da dureza, da 

fragilidade e consecutivamente da ductilidade (Su et al., 2018). Em outros segmentos 

industriais, o fósforo é visto como um elemento essencial, como na produção de 

fertilizantes, automóveis, eletrônicos, medicamentos, células de combustível e alimentos 

processados (Yamamoto e Nakamoto, 2018). 

Para que tenhamos a contínua disponibilidade do minério de ferro é essencial o 

desenvolvimento de novos sistemas e métodos, para a exploração do minério de ferro de 

baixa qualidade, que se encontram inutilizáveis e inexplorados, e assim, contribuindo no 

futuro com a suplementação das reservas que se encontram cada dia menores em minério 

de ferro de alto teor (Taylor et al., 1988). 

A desfosforação do minério de ferro é um importante desafio para o 

desenvolvimento sustentável da indústria siderúrgica, e por isso, esforços têm sido 

intensificados na busca de novas tecnologias de remoção de fósforo do minério de ferro 



55 
 

a níveis aceitáveis (Tudu et al., 2018). Diversos são os processos empregados na remoção 

de fósforo de minérios de ferro, incluindo a separação por magnetização de torrefação 

(Cao et al., 2018; Zhang et al., 2019), redução direta à base de carvão (Zhao et al., 2018), 

tratamento térmico (Zhang et al., 2018; Zhao et al., 2018), tratamento por micro-ondas 

(Cai et al., 2018; Kim et al., 2018), tratamento ultra-sônico (He et al., 2018), lixiviação 

ácida (Xiang et al., 2018; Cai et al., 2018), lixiviação alcalina (Guo et al., 2015; Zhang et 

al., 2019), aglomeração seletiva (Yang et al., 2018), e flotação (Tudu et al., 2018; Zhang 

et al., 2019). 

Considerando o processo de biossolubilização, o mesmo é encarado como um 

tratamento biológico realizado por micro-organismos, que por meio de suas reações 

metabólicas, geram produtos químicos como ácido mineral, ácidos orgânicos, polímeros 

e enzimas. Estes subprodutos químicos atacam o rejeito contido no minério, promovendo 

a sua dissolução e produzindo sua remoção seletiva (Chime et al., 2011). Vários são os 

micro-organismos que têm sido utilizados com considerável eficiência na solubilização 

de fosfato, a título de exemplo as bactérias (Tahir et al, 2018; Paul e Sinha, 2016; Liu et 

al., 2015; Solanki et al., 2018; Ghosh et al., 2016; Wei et al., 2018) e os fungos (Mendes 

et al., 2014; Xiao et al, 2015; Li et al., 2015; Li et al., 2016; Jain et al., 2017). 

Como regra geral, os micro-organismos edáficos que se encontram agregados ao 

minério, reagem com melhor eficiência, e isso se deve a uma melhor adaptação e menores 

distorções ecológicas do meio. Por esse motivo, este estudo fará uso de um fungo 

filamentoso, extraído do minério de ferro bruto, almejando desfosforar o minério de ferro 

e biossolubilizar o fósforo em meio líquido, e assim, contribuindo na viabilização de 

novos estudos biotecnológicos. 

2 PARTE EXPERIMENTAL 

A amostra de rejeito de minério de ferro obtida foi proveniente de uma 

mineradora, localizada na cidade de Catalão, Goiás. Sendo separada aproximadamente 

uma porção de 10 kg do resíduo gerado sob o solo da mineradora para posterior 

isolamento de material biológico e realização de estudos de solubilização de fósforo. 

2.1 Meios de crescimento e enriquecimento 

O micro-organismo foi obtido a partir da inoculação da amostra de rejeito de 

minério de ferro em quatro diferentes meios de enriquecimento, no qual são os seguintes 

meios: NBRIP, 9K – Glicose, 9K e de uso geral, conforme representado na Tabela 1. 

Todos os meios foram dissolvidos em água destilada, e esterilizados a 121 ºC por 20 

minutos.
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Tabela 1: Constituição elementar dos meios de enriquecimento e crescimento. 

Meios de 

Crescimento 

Concentração em g 100 mL-1  
Referência 

Glicose MgCl2.6H2O MgSO4.7H2O (NH4)2SO4 Ca(NO3)2 FeSO4.7H2O KCl NaCl NH4Cl pH 

NBRIP 1,0 0,5 0,025 0,01 - - 0,02 - - 
7.0 ± 0,2 Nautiyal, 1999. 

 

9K – 

Glicose 
1,0 - 0,05 0,3 0,0013 0,001 0,01 - - 

4,5 ± 0,2 Silverman e 

Lundgren, 1959. 

9K - - 0,05 0,3 0,0013 0,001 0,01 - - 
4,5 ± 0,2 Silverman e 

Lundgren, 1959. 

Uso Geral 1,0 - 0,1 - - - - 0,1 0,5 7,2 ± 0,2 Verma et al., 2001. 
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2.2 Crescimento e enriquecimento microbiano 

Para a obtenção do micro-organismo a partir da amostra de minério de ferro, 

procedeu-se pela inoculação de 5 g da amostra de rejeito de minério de ferro nos quatro 

meios de cultivo, conforme apresentado na Tabela 1, em frascos de Erlenmeyers contendo 

50 mL do meio. A incubação ocorreu por um período de sete dias em incubadora nas 

condições de 30 ± 2 ºC e 130 rpm. Após a incubação, repetiu-se a inoculação removendo 

uma alíquota de 1 mL de cada meio para os mesmos quatro novos meios em Erlenmeyers 

apresentados na Tabela 1, contendo 5 g de amostra de minério de ferro e esterilizados a 

121 ºC por 20 minutos. Conduziu-os novamente para a incubadora sob as mesmas 

condições descritas acima. Repetiu-se por mais duas vezes o mesmo procedimento, 

completando três etapas de enriquecimento. 

2.3 Isolamento do micro-organismo 

Os micro-organismos pertencentes a terceira etapa de enriquecimento foram 

transferidos por meio da inoculação de 100 µL do meio de enriquecimento em placas de 

Petri contendo os quatro meios de cultivo representados na Tabela 1, acrescidos de 1,7 % 

de ágar-ágar e 0,5 % de fosfato de cálcio, Ca5(OH)(PO4)3, como fonte de fósforo, 

esterilizado a 120 ºC por 20 minutos, e incubados a 30 ± 2 ºC, por 10 dias. O micro-

organismo considerado predominante, morfologicamente distinto e solubilizador de 

fósforo, demonstrando neste último a formação de halo claro nas bordas, foi selecionado 

e purificado em placas de Petri com meio contendo 1,7 % de ágar-ágar e 0,5 % de fosfato 

de cálcio, Ca5(OH)(PO4)3, e incubado a 30 ± 2 ºC, por 7 dias. Este procedimento foi 

repetido por mais duas vezes, completando-se três etapas de isolamento do micro-

organismo. Após a incubação, o isolado foi preservado através do cultivo em placas de 

Petri com meio PDA, sendo incubado a 30 ± 2 ºC, por 7 dias, e mantido refrigerado a 4 

ºC até sua próxima utilização. 

2.4 Extração de DNA fúngico 

A extração de DNA foi testada utilizando o micélio como material biológico. 

Foi inoculado um pequeno fragmento do micélio fúngico, cultivado em meio PDA, em 

tubo de ensaio contendo 10 mL de Caldo Extrato de Malte (MEB), que é constituído de: 

2% de extrato de malte, 2% de glicose e 1% de peptona. O MEB inoculado foi incubado 

durante 72 horas a 30ºC, no escuro e agitação de 130 rpm. O micélio foi recolhido por 

filtração a vácuo em filtro de celulose estéril e em seguida lavado duas vezes com 10 mL 

de NaCl 0,85%. O micélio foi coletado e utilizado para extração de DNA. 
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A extração de DNA foi procedida com a utilização da solução Tampão de Lise 

SDS, conforme descrito em Rodrigues et al. (2017). O extrato de DNA foi ressuspendido 

em 100 µL de água ultra pura e armazenado a -20ºC. 

2.5 Amplificação e purificação do DNA 

O DNA extraído foi usado para amplificação por PCR na região ITS1-18S-ITS2, 

a partir da utilização dos primers ITS1 (5’-GAACCWGCGGARGGATCA-3’) e ITS2 

(3’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-5’) (Schmidt et al., 2013; White et al., 1990). As 

amplificações foram realizadas em um volume total de 20 µL contendo 50 ng de DNA 

extraído, 4 µL de HOT MOLPol Blend Master Mix (Molegene, Germany), e 0,5 µM de 

cada um dos primers (F) forward e (R) reverse. A amplificação foi conduzida em 

termociclador programado para uma desnaturação inicial de 15 min a 95 ºC, seguidos por 

35 ciclos de 30 s a 95 ºC, 30 s a 55ºC e 30 s a 72 ºC. O anelamento foi realizado com 

temperatura de 52 ºC por 30 s em triplicata. O alongamento final foi feito a 72 ºC por 5 

min. A purificação foi feita por meio da utilização de esferas magnéticas Agencourt 

AMPure XP SPRI. Os produtos da PCR foram normalizados após quantifica-los com um 

fluorômero Qubit 2.0 (Invitrogen), com o kit de ensaio Qubit dsDNA HS (Invitrogen). 

2.6 Sequenciamento do DNA 

Os fragmentos de DNA amplificados foram sequenciados utilizando o 

equipamento MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA), utilizando juntamente o 

Kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-end. As sequencias foram analisadas por 

meio do pipeline Sentinel. No pipeline Sentinel os arquivos fastq foram avaliados quanto 

a qualidade Phred (QP) usando o programa FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010). A 

seguir, os arquivos fastq foram submetidos à trimagem de primers e sequências com baixa 

qualidade (QP&lt;20). O software proprietário utilizado para tal finalidade foi construído 

em Python v.3.6, sendo este inspirado nas funcionalidades do projeto BioPython (COCK 

et al. 2009). Foi utilizado a ferramenta software BLAST, disponível em: 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, para comparação das semelhanças da sequência 

de ácidos nucleotídicos com as sequências da região ITS1-18S-ITS2 de espécies fúngicas 

depositadas no GenBank.  

2.7 Solubilização de fósforo em meio sintético 

Para o processo de biossolubilização foi utilizado o fosfato de cálcio, 

Ca5(OH)(PO4)3, como fonte conhecida de fósforo. Á vista disso, foram preparados vinte 

e dois frascos de Erlenmeyers contendo 1,7631 g de Ca5(OH)(PO4)3, em 100 mL de 

solução no meio NBRIP, correspondendo a 1000 mg L-1 de fosfato ou 326,3 mg L-1 de 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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fósforo, com pH 7,0 ± 0,2 esterilizados a 121 ºC por 20 minutos. Em seguida foram 

inoculados em cada frasco de Erlenmeyer 3 fragmentos de 4 mm do inóculo cultivado em 

placas de Petri, e incubados a 30 ± 2 ºC e 130 rpm por 7 dias. Foi retirado um frasco de 

Erlenmeyer no dia, correspondendo ao tempo zero, e três frascos de Erlenmeyers em 

períodos de 24 horas. Após o período de incubação, foram coletadas amostras de cada 

frasco de Erlenmeyer, avaliando quanto ao conteúdo de fósforo solúvel, com a utilização 

do Spectro kit (Alfakit); a atividade de fosfatase ácida, a partir da utilização do kit 

comercial (Labtest®); a produção de biomassa pela medição de conteúdo de massa seca 

(IAL, 2008); e ao potencial hidrogeniônico (IAL, 2008). 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O micro-organismo isolado da amostra de rejeito de minério de ferro, e crescido 

em meio enriquecido com fonte conhecida de fósforo, Ca5(OH)(PO4)3, considerado 

predominante em meio sólido, morfologicamente distinto e solubilizador de fósforo, 

sendo neste último formador de halo claro nas bordas da colônia, demonstrou ser quanto 

a análise genética um fungo.  

Por meio do sequenciamento genético foi obtida uma sequência nucleotídica 

(TTACCGAGTGCGGGTCTTTATGGCCCAACCTCCCACCCGTGACTATTGTACC

TTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGCTGGCCGCCGGGGGGCGACTCG

CCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAACCCTGTTATGAAAG

CTTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGA

TCTCTTGGTTCCG) das regiões de interesse (ITS) IT região ITS1-18S-ITS2, sendo 

toda a sequência submetida a identificação a nível de espécie por meio de comparação 

com sequências depositadas no banco de dados Genbank, o que possibilitou identificar a 

espécie fúngica como sendo o Aspergillus terreus.   

Em ensaio prévio, o Aspergillus terreus foi submetido a enriquecimento e 

crescimento nos meios NBRIP, uso geral, 9K-glicose e 9K, conforme demonstrado pela 

Figura 1. O A. terreus isolado da amostra de minério de ferro apresentou grande potencial 

de crescimento em ensaio prévio no meio NBRIP, e assim, sendo definido como principal 

meio de crescimento e desenvolvimento do processo de biossolublização de fósforo neste 

estudo, assim, representado na Figura 1A. A capacidade de solubilizar o fósforo pela 

estirpe fúngica no meio NBRIP se manteve em nível elevado ao longo de 7 dias, 

favorecendo o uso do meio NBRIP no processo de forma eficiente na solubilização do 

fósforo. 
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Figura 1: Evolução da biomassa fúngica em 168 horas nos meios NBRIP (A), uso geral 

(B), 9K-glicose (C), e 9K (D). 

O Aspergillus terreus isolado da amostra de minério de ferro demonstrou 

potencial na capacidade de solubilização do fósforo em meio enriquecido com fosfato de 

cálcio, Ca5(OH)(PO4)3, como demonstrado na Tabela 2. Foi observado uma 

biossolubilização máxima de 908,85 mg L-1 de fosfato ou 296,56 mg L-1 de fósforo pelo 

fungo, contribuindo com a solubilização total de 90,93 % do fósforo presente no meio 

enriquecido com o fosfato de cálcio. Considerando a quantidade máxima de fósforo 

solubilizado pela biomassa fúngica e o tempo máximo de processo, foi observado uma 

solubilização média de 1,76 mg h-1 de fósforo pelo processo de biossolubilização. Isso 

nos permite concluir que foram solubilizados aproximadamente 182,13 mg de fósforo por 

grama de amostra de fosfato de cálcio. 

A partir da Figura 2A, é observada uma interação importante do Aspergillus 

terreus no processo de conversão do fósforo insolúvel na sua forma solúvel, sendo 

verificada uma acentuada solubilização do elemento mineral fósforo presente na amostra 

de minério de ferro, e assim, sendo percebida a estabilização do processo entre os 

períodos de 144 e 168 horas de solubilização do fósforo.
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Tabela 2: Evolução do potencial e verificação dos mecanismos de solubilização de fósforo pela estirpe fúngica. 

Tempo 

(hrs) 

[PO4
3-] solúvel 

(mg L-1) ± DP 

[P] solúvel 

(mg L-1) ± DP 

Redução de P no 

minério de ferro % 

Produção de 

biomassa (mg) ± DP 

Velocidade de 

crescimento (mg h-1) 
pH ± DP 

Fosfatase ácida 

(U L-1) ± DP 

0 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 0,0 ± 0,0 0,0 6,08 ± 0,000 0,000 ± 0,000 

24 255,16 ± 6,10 83,26 ± 1,99 25,53 354,7 ± 0,2 14,8 5,65 ± 0,035 0,086 ± 0,041 

48 456,42 ± 4,72 148,93 ± 1,54 45,67 1491,6 ± 0,6 31,1 5,43 ± 0,025 0,395 ± 0,082 

72 590,15 ± 3,50 192,57 ± 1,14 59,05 1511,8 ± 1,4 21,0 5,29 ± 0,025 0,719 ± 0,098 

96 717,56 ± 3,99 234,14 ± 1,30 71,80 1538,7 ± 1,3 16,0 5,14 ± 0,020 0,751 ± 0,092 

120 839,32 ± 8,98 273,87 ± 2,93 83,98 1542,1 ± 1,0 12,9 5,13 ± 0,015 0,811 ± 0,049 

144 889,88 ± 3,05 290,37 ± 0,99 89,04 1544,0 ± 0,8 10,7 5,13 ± 0,021 0,822 ± 0,050 

168 908,85 ± 6,02 296,56 ± 1,96 90,93 1544,4 ± 1,1 9,2 5,13 ± 0,006 0,832 ± 0,025 

DP – desvio-padrão. 
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Conforme representado na Tabela 2, o Aspergillus terreus resultou numa 

produção de massa micelial final de 1544,4 mg de biomassa, sendo representado 

significativamente por um aumento progressivo na massa do micélio fúngico. A Figura 

2B, corrobora com a confirmação da eficiente capacidade na produção da biomassa 

tangencialmente a solubilização do fósforo, sendo observado um salto importante nas 

primeiras 48 horas no conteúdo da biomassa. A velocidade de desenvolvimento da 

biomassa fúngica ocorreu semelhantemente a produção de biomassa nas primeiras 48 

horas, demonstrando um aumento da velocidade de até 31,1 mg h-1, sendo que em seguida 

ocorreu uma redução dessa velocidade, o que é averiguado pela redução da capacidade 

de assimilação da fonte de fósforo insolúvel presente no meio. Fazendo um paralelo pela 

quantidade de fósforo solubilizado e a produção quantitativa de biomassa fúngica, foi 

verificado uma solubilização de aproximadamente 0,19 mg de fósforo por grama de 

biomassa produzida. 

Tanto o pH como a fosfatase ácida contribuíram para o processo de solubilização 

do fósforo pelo Aspergillus terreus, representando um ótimo marcador de qualidade do 

processo de biossolubilização. Behera et al. (2017), relatam que os mecanismos primários 

na solubilização de fósforo realizada tanto pelas plantas como pelos micro-organismos 

são exercidos por meio da excreção de H+, da produção de ácidos orgânicos, e biossíntese 

de fosfatase ácida. Os resultados apresentados na Tabela 2, como também exibidas pelas 

Figura 2C e 2D, demonstram exatamente está correlação dos mecanismos primários de 

solubilização do fósforo, através da diminuição do potencial hidrogeniônico (pH) e do 

aumento da atividade enzimática de fosfatase ácida, contribuindo na dissolução eficiente 

do fósforo insolúvel presente no meio enriquecido de fosfato de cálcio. O aumento da 

atividade enzimática de fosfatase ácida apresentada pela Tabela 2, é discutido por Mónica 

et al. (2017), como sendo o principal mecanismo de mineralização do fósforo no solo, o 

que também de sua atividade ótima de pH. Outros trabalhos como Govarthanan et al. 

(2018) e Adhikari e Pandey (2019), defendem que a liberação de fosfatase ácida está 

diretamente relacionada na produção de ácidos orgânicos, e consecultivamente pela 

redução do pH, por meio da liberação de prótons, e assim, sendo considerado o principal 

mecanismo empregado na solubilização do fósforo no solo.
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Figura 2: Representação gráfica dos ensaios físico-químicos para verificação do potencial de solubilização do fósforo. 
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Segundo Behera et al. (2017), os ácidos orgânicos podem formar complexos com 

cátions (Ca2+, Mg2+, Fe2+, Fe3+, Al3+), contribuindo na liberação do fósforo, seja por 

reação de quelação ou simples troca. É evidente que o aumento da acidez contribui para 

a acessibilidade do fósforo no meio líquido, tornando o fósforo que antes se encontrava 

numa situação insolúvel na sua forma solúvel, o que também pela identidade do fungo 

isolado do rejeito de minério de ferro mostrou-se grande capacidade de desenvolvimento 

em condição inóspita de acidez, mais que contribui numa eficiente mobilização e 

solubilização de compostos insolúveis de fósforo. 

4 CONCLUSÃO  

O referido estudo conferiu que o Aspergillus terreus isolado do rejeito de 

minério de ferro apresentou grande potencial na solubilização do fósforo insolúvel, e 

assim, sendo comprovado por meio das resultantes dos atributos físico-químicos, como o 

pH e a fosfatase ácida, como os principais mecanismos de mineralização do fósforo no 

rejeito. Esses atributos demonstraram uma importante ferramenta de correlação tanto no 

desenvolvimento da biomassa do Aspergillus terreus como na eficiência da solubilização 

do fósforo no meio reacional. É sugestivo que outros trabalhos venham a ser realizados 

visando a remoção e ou utilização do fósforo contido no meio reacional, na aplicação de 

diferentes biotecnologias, como exemplo, na biofertilização.      
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AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE SOLUBILIZAÇÃO DE FÓSFORO PELO 

Aspergillus terreus 

 

RESUMO 

A biossolubilização é uma das tecnologias mais inovadora e promissora utilizada 

na recuperação de solos, é totalmente aplicável aos rejeitos de mineração, já que as 

mineradoras demonstram uma imensa incapacidade de alcançar a totalidade no 

aproveitamento de seus minerais, e isso se deve a métodos considerados falíveis no 

processo de mineração. Diante a tal problemática, este estudo vislumbrou a possibilidade 

da aplicação da solubilização do fósforo presente no rejeito do minério de ferro pelo 

Aspergillus terreus. Os ensaios analíticos propostos no estudo indicaram uma 

solubilização máxima de 87.77% do fósforo pelo A. terreus a partir do rejeito do minério 

de ferro, correspondendo a uma concentração de 286.38 mg L-1 de fósforo solúvel, 

ocorrido a um período de 168 horas de processo de biossolubilização, e assim, 

contribuindo a uma solubilização média de 1,70 mg h-1 de fósforo pela biomassa fúngica. 

Complementando, as imagens microfotográficas obtidas pela MEV e MET revelaram por 

meio de análise os aspectos morfológicos e estruturais do micélio e da composição celular 

do fungo, demonstrando a eficiente solubilização do fósforo pelo A. terreus. As 

informações reveladas por este estudo demonstram a eficiente solubilização do 

componente fósforo presente no rejeito do minério de ferro pelo fungo, resultando como 

uma excelente tecnologia, sendo sugestiva sua aplicação na mineração, como uma 

alternativa para redução de custos de produção submissão de uma condição de 

sustentabilidade do sistema de mineração, e assim, contribuindo numa melhor qualidade 

do minério de ferro e numa provável finalidade do fósforo solúvel, como exemplo, na 

produção de fertilizantes fosfatados. 

 

Palavras-chave: fósforo, biossolubilização, solubilização, Aspergillus terreus, rejeito de 

minério de ferro. 
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1 INTRODUÇÃO 

O esgotamento do minério de ferro em todo o mundo tem trazido grandes 

preocupações, já que é a matéria-prima mais importante para a indústria siderúrgica, e 

principal recurso para atendimento de diversas demandas de bens e materiais da 

população e do desenvolvimento industrial. O minério de ferro é designado geralmente 

como alto ou baixo grau com base no seu teor de ferro, sendo que os minérios de alta 

qualidade, os quais são encontrados com teor de fósforo (P) inferior a 0,07% P, são 

considerados comercialmente os mais desejados, e estão se esgotando muito rapidamente, 

tornando-se essencial como único recurso a exploração e beneficiamento de minérios de 

baixo teor (Tudu et al., 2018; Ofoegbu, 2019). 

O minério de ferro de baixo teor existe em grande abundância no mundo todo, 

mais a sua baixa qualidade se deve a alta concentração de P incorporado ao minério de 

ferro, tendo esse elemento um efeito deletério sob a formação do aço, não satisfazendo 

aos requisitos necessários para produção de ferro (Zhang et al., 2018). O fósforo está 

presente em quase toda a cadeia produtiva do ferro e do aço, o mesmo tende a concentrar-

se no ferro durante o processo extrativo, uma vez que é capaz de passar de sua forma 

oxidada para sua forma elementar, estando no ferro metálico após a redução mineral. 

Devido aos processos atuais de produção de ferro, como exemplo por via operação de 

alto-forno, a alta temperatura favorece que o fósforo seja totalmente absorvido pelo ferro 

fundido (Rath et al., 2018). 

Com a exaustão gradual do minério de ferro de alta qualidade, o que significa 

numa das principais preocupações da indústria siderúrgica, o setor de mineração deverá 

se adequar a uma mineração seletiva sob o aspecto de realizar o beneficiamento do 

minério de ferro de baixa qualidade, o que é inevitável, sendo a remoção do fósforo do 

minério de ferro a principal base do uso do minério com alto teor de fósforo para o 

processo de fabricação de ferro (Zhao et al., 2018). Pereira e Papini (2015), em seus 

estudos não conseguem estabelecer com precisão como o fósforo é encontrado no minério 

de ferro, sendo sugerido pelos autores que fósforo ocorre, provavelmente, no minério de 

ferro na forma de fosfato, se encontrando adsorvido na superfície da partícula ou ocluído 

nos microporos, é sugerido também que o fósforo esteja localizado dentro da estrutura 

dos oxihidróxidos ou como um mineral fosfato (Rachappa et al., 2015). 

O principal e mais frequente da classe dos fosfatos é a apatita, Ca5(PO4)(F, 

Cl, OH), mais outros fosfatos podem ser encontrados em depósitos de minério de ferro, 
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como: a wavellite, Al3(PO4)2(OH)3.5(H2O); a senegalite, Al3(PO4)(OH)3(H2O); a 

turquesa, CuAl6(PO4)4(OH)8.0,5(H2O); a strengite, Fe3+(PO4).2(H2O); o Rockbridgeite, 

Fe2+0,75Mn2+0,25Fe3+4(PO4)3(OH)5; a frondelita, Mn2+Fe3+4(PO4)3(OH)5; o gorceixite, 

BaAl3(PO4)2(OH)5.2(H2O); o barrandite, (Al, Fe)PO4.2(H2O); o variscite, 

Al(PO4).2(H2O). No Brasil, os fosfatos wavellite, senegalita e turquesa são 

principalmente encontrados nos minérios de ferro (Pereira e Papini, 2015). 

Segundo Taylor et al. (1988), a exploração de depósitos de minério de ferro 

de baixo teor provavelmente suplementaria as reservas cada vez menores de minérios de 

ferro de alto teor no futuro, e por isso, para que tenhamos a disponibilidade contínua deste 

recurso mineral se faz necessário o desenvolvimento de novos métodos e sistemas, 

almejando refazer e usar os minérios de ferro de baixa qualidade até então inutilizáveis e, 

portanto, inexplorados, e também oferecer uma possível oportunidade de aproveitamento 

econômico para o elemento fósforo removido do minério de ferro. 

Em função disso, diversos esforços de pesquisa têm sido focados almejando 

a remoção de fósforo do minério de ferro com alto teor de fósforo, e assim, numa tentativa 

de reduzir o teor de fósforo a níveis aceitáveis (Pereira e Papini, 2015). Diversos são os 

processos empregados na remoção de fósforo de minérios de ferro, incluindo a separação 

por magnetização de torrefação (Cao et al., 2018; Zhang et al., 2019), redução direta à 

base de carvão (Zhao et al., 2018), tratamento térmico (Zhang et al., 2018; Zhao et al., 

2018), tratamento por micro-ondas (Cai et al., 2018; Kim et al., 2018), tratamento ultra-

sônico (He et al., 2018), lixiviação ácida (Xiang et al., 2018; Cai et al., 2018), lixiviação 

alcalina (Guo et al., 2015; Zhang et al., 2019), aglomeração seletiva (Yang et al., 2018), 

e flotação (Tudu et al., 2018; Zhang et al., 2019). 

Na busca por tecnologias ambientalmente saudáveis para a indústria de 

mineração, os processos biológicos como a biolixiviação é encarada como sendo uma das 

soluções mais promissoras e certamente a mais revolucionária para resolução desses tipos 

de problema. A biolixiviação ou biossolubilização é considerada um tratamento biológico 

realizado por micro-organismos, que tem como resultante de seu metabolismo, a geração 

de produtos químicos como ácido mineral, ácidos orgânicos, polímeros e enzimas. Estes 

subprodutos químicos atacam o rejeito contido no minério, promovendo a sua dissolução 

e produzindo sua remoção seletiva (Chime et al., 2011). 

Considerando o processo de biossolubilização, temos que uma parcela 

importante de micro-organismos considerados edáficos possuem a habilidade de 

mineralizar fosfatos orgânicos e de solubilizar fosfatos inorgânicos presentes no solo, e 
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assim permitindo a liberação de fósforo assimilável pelas plantas (Godin, 2013). Vários 

são os micro-organismos que têm sido utilizados com considerável eficiência na 

solubilização de fosfato, a título de exemplo as bactérias (Tahir et al, 2018; Paul e Sinha, 

2016; Liu et al., 2015; Solanki et al., 2018; Ghosh et al., 2016; Wei et al., 2018) e os 

fungos (Mendes et al., 2014; Xiao et al, 2015; Li et al., 2015; Li et al., 2016; Jain et al., 

2017). Por esse motivo, este estudo fará uso do Aspergillus terreus, isolado do rejeito de 

minério de ferro, almejando desfosforar o rejeito de minério de ferro e biossolubilizar o 

fósforo em meio líquido, e assim, contribuindo na viabilização de novos estudos 

biotecnológicos. 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

A amostra de minério de ferro obtida foi proveniente de uma mineradora, 

localizada na cidade de Catalão, Goiás (18º 16’ 43’’ de latitude Sul e 47º 88’ 22” de 

longitude Oeste). Sendo separada aproximadamente uma porção de 10 kg do resíduo 

gerado sob o solo da mineradora para posterior realização dos estudos de solubilização 

do fósforo pelo Aspergillus terreus. 

2.1 Material biológico 

 O material biológico utilizado neste artigo foi o Aspergillus terreus, resultado do 

isolamento da amostra de rejeito de minério de ferro, conforme descrito no artigo 

experimental “Solubilization of Phosphorus by Isolated Fungus of Iron ore Tailings”, no 

Journal of Earth and Environmental Sciences Research, identificado com o DOI: 

https://doi.org/10.47363/JEESR/2020(2)134. 

2.2 Biossolubilização de fósforo em meio contendo minério de ferro 

A amostra de rejeito de minério de ferro foi submetida a digestão ácida, com a 

dissolução de 1 g de amostra para 10 mL de ácido sulfúrico concentrado em cadinho de 

porcelana em chapa aquecedora, até evaporação incompleta do ácido, em seguida foi 

filtrada para balão volumétrico de 100 mL e avolumado com água destilada. A 

concentração de fósforo solúvel no meio foi medida utilizando o equipamento Spectro kit 

(Alfakit), visando conhecer o conteúdo de fosfato e fósforo na amostra, e em seguida 

definição da concentração de fósforo para o estudo de solubilização de fósforo pelo 

Aspergillus terreus. 

Foi verificado na amostra de minério de ferro uma concentração de 279.44 mg 

L-1 de fosfato ou 91.18 mg L-1 de fósforo em 1g de minério de ferro. Por isso, foram 

preparados vinte e dois frascos de Erlenmeyers contendo 357.9 mg de minério de ferro 

em 100 mL de solução, correspondendo a 1000 mg L-1 de fosfato ou 326.3 mg L-1 de 
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fósforo, com pH em 7.0 ± 0.2 esterilizados a 121 ºC por 20 min. Em cada frasco de 

Erlenmeyer foi adicionado 3 fragmentos de 4 mm do inóculo fúngico cultivado em placas 

de Petri, e incubados a 30 ± 2 ºC e 130 rpm por 7 dias. Foi retirado um frasco de 

Erlenmeyer no dia, correspondendo ao tempo zero, e três frascos de Erlenmeyers em 

períodos de 24 horas. 

Foram coletadas amostras de cada frasco de Erlenmeyer após o período de 7 dias 

de incubação e avaliado quanto a concentração de fósforo solúvel, com a utilização do 

Spectro kit (Alfakit); a atividade de fosfatase ácida, a partir da utilização do kit comercial 

(Labtest®); a produção de biomassa pela medição de conteúdo de massa seca (IAL, 2008); 

e ao potencial hidrogeniônico (IAL, 2008). 

2.3 Análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Os pellets do micro-organismo obtidos no estudo da biossolubilização de 

fósforo, foram analisados via MEV em microscópio JEOL (JSM 6610), equipado com 

EDS Thermo scientific NSS special imaging. As amostras foram submetidas a técnicas 

especiais de preparação, como fixação em glutaraldeído, desidratação em concentrações 

ascendentes de acetona, secagem pelo ponto crítico de CO2 Autosamdri®, montagem da 

amostra em “Stub”, e recobrimento de filmes de ouro na amostra pelo sistema de 

evaporação conhecido como “sputtering” (Denton Vaccum, Desk V), para posterior 

condução no MEV, visando a realização de observações morfológicas externas do micro-

organismo e captura de imagens. 

2.4 Análise de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

Consecutivamente ao estudo de biossolubilização de fósforo, foram coletados 

fragmentos do micro-organismo em formato de pellets, foram analisados via MET em 

microscópio JEOL (JEM 2100) operado com 100 KeV, equipado com EDS Thermo 

Scientific. Para as análises via MET, as amostras foram submetidas a técnicas especiais 

de preparação, como fixação do material em glutaraldeído, pós-fixação em tetróxido de 

ósmio, desidratação em concentrações ascendente de acetona, infiltração em resina, e por 

fim a polimerização, para posterior condução no MET, visando a realização de 

observações morfológicas internas ao micro-organismo e captura de imagens. 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A amostra de rejeito de minério de ferro revelou possuir uma concentração de 

91.18 mg L-1 de fósforo em 1 g de rejeito de minério de ferro, equivalendo a um teor de 

9.12% de fósforo, sendo considerado então um minério de baixa qualidade, devido 

possuir uma concentração superior a 0.07% de fósforo na composição do minério de ferro, 
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conforme descrito por Ofoegbu (2019), e assim, sendo considerado impróprio para 

fabricação de aço. 

O Aspergillus terreus demonstrou ter grande potencial na solubilização de 

fósforo que se encontrava incorporada ao minério de ferro, conforme apresentado na 

Tabela 1, revelando uma biossolubilização máxima de 877.67 mg L-1 de fosfato e 286.38 

mg L-1 de fósforo, o que corresponde a uma solubilização total de 87.77% do fósforo 

presente no minério de ferro, e restando ainda na amostra de minério de ferro 12.23% de 

fósforo que não foi solubilizado, o que é condizente a um percentual de 1.12% de fósforo 

que ainda permanece aderida ao minério de ferro. Na Figura 1A, é possível observar uma 

crescente solubilização do fósforo a partir da amostra de minério de ferro, o que 

representa uma significativa interação do micro-organismo no processo de transformação 

do fósforo insolúvel na sua forma solúvel, e assim, ocorrendo a estabilização da 

solubilização do fósforo a partir de 168 h de processo. Foi detectado uma solubilização 

média de 1,70 mg h-1 de fósforo pelo processo de biossolubilização. 
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Tabela 1: Evolução do potencial e verificação dos mecanismos de solubilização de fósforo pela estirpe fúngica. 

dp: desvio-padrão 

 

 

 

Tempo 

(hrs) 

[PO4
3-] solúvel 

(mg L-1) ± dp 

[P] solúvel 

(mg L-1) ± dp 

Redução de P no 

minério de ferro % 

Produção de 

biomassa (mg) ± dp 

Velocidade de 

crescimento (mg h-1) 
pH ± dp 

Fosfatase ácida 

(U L-1) ± dp 

0 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.00 0.0 ± 0.0 0.0 5.53 ± 0.00 0.000 ± 0.000 

24 170.33 ±5.03 55.58 ±1.64 17.03 354.7 ± 0.2 14.8 3.15 ± 0.02 0.198 ± 0.028 

48 353.33 ± 7.77 115.29 ± 2.53 35.33 1201.6 ± 0.6 25.0 2.90 ± 0.02 0.377 ± 0.047 

72 516.33 ± 7.02 168.48 ± 2.29 51.63 1261.8 ± 1.4 17.5 2.81 ± 0.04 0.543 ± 0.039 

96 710.67 ± 8.50 231.89 ± 2.78 71.07 1278.7 ± 1.3 13.3 2.78 ± 0.01 0.685 ± 0.037 

120 803.00 ± 7.21 262.02 ± 2.35 80.30 1282.1 ± 1.0 10.7 2.75 ± 0.04 0.833 ± 0.037 

144 864.67 ± 7.51 282.14 ± 2.45 86.47 1284.0 ± 0.8 8.9 2.73 ± 0.04 0.840 ± 0.011 

168 877.67 ± 4.93 286.38 ± 1.61 87.77 1284.4 ± 1.1 7.6 2.71 ± 0.03 0.852 ± 0.019 



75 
 

 

Fig. 1: Representação gráfica dos ensaios físico-químicos para verificação do potencial de solubilização de fósforo. 
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Segundo os resultados apresentados pela Tabela 1, o Aspergillus terreus 

apresentou um ótimo desempenho na produção de biomassa, sendo observado aumento 

progressivo na massa do fungo, resultando numa massa final de 1284.4 mg de biomassa. 

Quanto a velocidade de desenvolvimento da massa micelial fúngica, foi evidenciado uma 

ordem inversa, ou seja, um crescimento nas primeiras 48 h, e ocorrendo posteriormente 

uma diminuição progressiva na produção de biomassa, apresentando redução da 

capacidade de assimilação da fonte de fósforo na forma inorgânica e insolúvel. A Figura 

1B confirma a eficiente capacidade de produção de biomassa frente a solubilização de 

fósforo, sendo verificado o início da estabilização de produção de biomassa a partir de 

120 h do processo de biossolubilização. 

A solubilização do fósforo se deu através de estratégias bioquímicas exercida 

pelo A. terreus, como na produção de ácidos orgânicos, corroborando diretamente na 

dissolução do fósforo insolúvel presente no minério de ferro. Tanto o pH como a fosfatase 

ácida contribuem como ótimos marcadores de eficácia na biossolubilização, uma vez que 

demonstram uma boa correlação. Devido a isso a solubilização de fósforo pelo fungo 

demonstrou ótima correlação quanto a diminuição do potencial hidrogeniônico como no 

aumento da atividade enzimática de fosfatase ácida, conforme é averiguado na Tabela 1. 

Segundo Godin (2013); Mendes et al., (2014); Li et al., (2016); Wei et al. (2018); Xiang 

et al., (2018), a liberação de fosfatase ácida está diretamente envolvida na produção de 

ácidos orgânicos, condição esta responsável pela redução do pH, e assim, este tipo de 

correlação demonstrada pela Figura 1C e 1D evidenciam exatamente o comportamento 

de redução do pH e de liberação de fosfatase ácida no meio, que seja pela liberação de 

prótons ou pela produção de ácidos orgânicos, é considerado com sendo o principal 

mecanismo empregado na solubilização do fósforo a partir do minério de ferro. 

As imagens geradas pelo MEV, demonstradas na Figura 2, exibem as 

microfotografias da estrutura externa do Aspergillus terreus, contribuindo com as 

observações dos aspectos morfológicos e estruturais do micélio fúngico após o contato 

com o minério de ferro. As imagens referem-se aos períodos de tempo zero, 72 e 168 h 

do processo de solubilização do fósforo. As imagens obtidas exibem uma grande 

quantidade de estruturas filamentosas de tamanho variável, que se concentram juntas ao 

minério de ferro (Figuras 2A, 2D e 2G). Essas estruturas demonstraram grande interação 

com o minério de ferro, que em conjunto com a atividade enzimática, na forma de 

fosfatase ácida, se confirmou ótima capacidade de solubilizar o fósforo na forma 

inorgânica e insolúvel (Figuras 2B, 2E e 2H). As Figuras 2C, 2F e 2I, na etapa final da 
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solubilização do fósforo, revelaram a presença de esporângios em desenvolvimento em 

meio aos filamentos, e assim, promovendo a fixação e perpetuação da espécie fúngica no 

meio, através da reprodução. 

 

Fig. 2: Imagens das observações morfológicas externas do fungo por MEV, representando 

a solubilização do fósforo no minério de ferro: A, B e C no tempo zero; D, E e F no tempo 

de 72 h; e G, H e I no tempo de 168 h. Imagens com resolução do fungo de (A) x500 e 

50 µm, (B) x1000 e 10 µm, (D) x3500 e 5 µm, e (D) x500 e 50 µm, (E) x1000 e 10 µm, 

(F) x2000 e 10 µm, (G) x500 e 50 µm, (H) x1000 e 10 µm, (I) x3500 e 5 µm. 

Com a finalidade de observar a morfologia e a dispersão das amostras fúngicas, 

e consequente averiguação da solubilidade e liberação de íons fósforo para a solução, 

foram obtidas as microfotografias da estrutura interna das células do Aspergillus terreus, 

através da microscopia eletrônica de transmissão (MET). As imagens obtidas pela MET, 

demonstradas na Figura 3A, B e C, indicam a presença de estruturas aparentemente 

“vazias”, globulares ou ovais, não apresentando estrutura interna aparente, que seja 

compatível com a presença de um sistema vacuolar bastante desenvolvido. A ausência 

dessas organelas contribui para a não realização da atividade de osmoregulação, do 
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controle da composição citoplasmática e armazenamento intracelular de materiais pela 

biomassa fúngica, o que permite que o fósforo seja solubilizado no meio líquido em que 

se encontra.  

 

Fig. 3: Imagens das observações morfológicas internas do fungo por MET, representando 

a solubilização do fósforo no minério de ferro: A, B e C no tempo zero; D, E e F no tempo 

de 72 h; e G, H e I no tempo de 168 h. Imagens com resolução do fungo de (A) x1500 e 

5 µm, (B) x1200 e 5 µm, (C) x1500 e 5 µm, e (D) x5000 e 1 µm, (E) x5000 e 1 µm, (F) 

x5000 e 1 µm, (G) x5000 e 1 µm, (H) x5000 e 1 µm , e (I) x5000 e 1 µm. 

Na Figura 3D e G, demonstram a parede celular do fungo que é formada por 

diversas camadas, apresentando uma camada interna translúcida elétron densa, e isso se 

deve principalmente a constituição desta parede celular, que segundo a Bertolazzi et al. 

(2018), esta estrutura é geralmente formada por açúcares, proteínas, quitina e cinzas, com 

destaque para o β-1,3 glucanos que se encontram em grande quantidade nas extremidades 

das hifas. As imagens das Figuras 3E e H evidenciam um grande número de grânulos de 

polifosfatos, apresentados encapsulados em vesículas eletro densas, servindo como 

reservatório de fósforo, que segundo Kornberg et al. (1999), atua como uma fonte 

alternativa de ligações de alta energia e também como um tampão contra condições 

alcalinas e contra metais. Já as imagens 3F e I é perceptível o rompimento dos vacúolos 
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e desorganização dos conteúdos celulares, além de também na fragmentação da parede 

celular, como na diminuição de sua espessura e organização, o que pode ser considerado 

um indicativo de degeneração celular. É sugestiva a interpretação que durante o processo 

de solubilização de fósforo ocorre uma intensa síntese que é promovida pela membrana 

plasmática, ou seja, um aumento progressivo da síntese e volume citoplasmático, e uma 

hipertrofia e movimento dos vacúolos, com uma intensa ativação geral de metabolismo, 

como exemplo, exercida pela atividade enzimática de fosfatase ácida. 

4 CONCLUSÃO 

Em conformidade com as informações deste estudo, a solubilização do fósforo 

pelo Aspergillus terreus, ou seja, proveniente do minério de ferro, obtido na mineradora 

de Catalão, resultou numa eficiente solubilização do fósforo inorgânico e insolúvel, 

demonstrando ser uma tecnologia promissora e sugestiva em sua aplicação, constituindo 

como alternativa para reduzir custos de produção e estabelecer uma condição de 

sustentabilidade do sistema de mineração, contribuindo numa melhor qualidade do 

minério de ferro e numa provável utilização do fósforo solúvel, como por exemplo, na 

produção de fertilizantes fosfatados. 
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PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS DO Aspergillus terreus. 

 

RESUMO 

Os fungos são uma promissora fonte alternativa de petróleo para a produção de biodiesel 

ainda muito pouco conhecida. A identificação de uma espécie com características 

desejáveis é um componente fundamental para alcançar a viabilidade econômica do 

processo. O estudo almejou realizar a avaliação do Aspergillus terreus em diferentes 

meios de cultivo e diferentes temperaturas, a produção de biomassa fúngica e em 

consonante obter o perfil de ésteres metílicos de ácidos graxos. A biomassa fúngica 

revelou que no meio NBRIP tanto na temperatura de 29 ºC como a 36 ºC, real potencial 

e promissor na produção de biodiesel, devido apresentar valores quantitativos na 

produção de ácidos graxos saturados (SFA), ao qual apresentam ótimas propriedades de 

combustão, alcançando valores de 35,89 e 34,89 %, para as temperaturas de 29 ºC e 36 

ºC, respectivamente. Outra condição também considera importante se diz respeito aos 

teores de TUFA com 1,31% e pela ausência de PUFA, que são valores inferiores 

conforme descrito na norma europeia EN 14214, responsável por qualificar o teor de 

FAME para produção de biodiesel, definindo valores máximos de 12% de TUFA e 1% 

para PUFA, já que os mesmos proporcionam baixa estabilidade oxidativa ao 

biocombustível. Conforme observado quanto ao perfil de FAME da biomassa de 

Aspergillus terreus, a mesma demonstrou-se ser uma promissora fonte energética na 

produção de biodiesel. 

 

Palavras-chave: Aspergillus terreus, biodiesel, temperatura, ácidos graxos saturados, 

NBRIP. 
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1 INTRODUÇÃO 

As medidas métricas de diversidade microbiana colocam as comunidades de 

fungos nativos como as mais ricas espécies, sendo encontrados 4.763 fungos quando 

submetidos aos filtros de bioinformática (Maron et al., 2018). Os fungos possuem 

necessidades nutricionais consideradas relativamente simples, e por isso a maioria das 

espécies seriam capazes de sobreviver perfeitamente em condições aeróbias, quando 

fornecido nutrientes como a glicose, sais de amônio, íons inorgânicos e também alguns 

fatores de crescimento (Martín et al., 2019). Os fungos micorrízicos arbusculares 

vesiculares, considerados simbiontes, são uma exceção ao descrito anteriormente, devido 

requererem um parceiro para o crescimento, como as plantas para o seu cultivo (Bholay, 

Barbosa e Jadhav, 2018). 

Os requisitos elementares para sobrevivência dos fungos são classificados em 

macronutrientes, que são fornecidos em concentrações milimolares, e micronutrientes, 

que são disponibilizados em concentrações micromolares (Maron et al., 2018). Os 

macronutrientes compreendem fontes essenciais de carbono, nitrogênio, oxigênio, 

enxofre, fósforo, potássio e magnésio. Já os micronutrientes correspondem aos elementos 

denominados oligoelementos ou elementos traços, como o cálcio, cobre, ferro, manganês 

e zinco (Martín et al., 2019). 

Alguns fungos são considerados oligotróficos, ou seja, apresentam a capacidade 

de sobreviver em ambientes com uma oferta muito limitada de nutrientes, crescendo em 

ambientes inóspitos, de elevada acidez e em temperaturas acima de 37º C, atuando na 

capitação de pequenas quantidades de compostos orgânicos voláteis da atmosfera (Velez 

et al., 2018). Os quimiotrófagos são fungos que precisam de formas fixas de compostos 

orgânicos, que variam desde simples hexoses como glicose a alguns tipos de 

polissacarídeos como amido e celulose, como forma de suprimento de carbono e energia 

(Meena e Siddhardha, 2019). 

A exploração sustentável dessa biodiversidade tem contribuído na descoberta de 

fungos visando sua utilização como fonte de produtos comercialmente exploráveis, e 

dentre os produtos que podem ser obtidos dessa enorme biodiversidade são os ácidos 

graxos, que são importantes para a saúde humana, demonstrando potencialidades na 

produção de aditivos alimentares ou farmacêuticos, e isso se deve as suas atividades 

biológicas (Maron et al., 2018; Tonato et al., 2018). Outra aplicabilidade dos ácidos 

graxos desenvolvidos pelos fungos seria sua incorporação em ração animal e outra 

também na produção de biodiesel, a partir da conversão de triacilglicerídeos em metil 
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ésteres de ácidos graxos, realizado pelo sistema enzimático, as lipases, denominado 

FAME,  (Sitepu et al., 2019). 

Nosso estudo teve como objetivo verificar duas questões importantes no cultivo 

de fungos. Em primeiro lugar, a influência da composição nutricional e da temperatura 

no desenvolvimento fúngico em diferentes meios de cultivo. Em segundo lugar, a 

composição do perfil de ácidos graxos na biomassa do Aspergillus terreus.     

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Material biológico 

 O material biológico utilizado neste artigo foi o Aspergillus terreus, resultado do 

isolamento da amostra de rejeito de minério de ferro, conforme descrito no artigo 

experimental “Solubilização de fósforo por fungo isolado de rejeito de minério de ferro”. 

2.2 Meios de crescimento 

O Aspergillus terreus foi posto primordialmente em três diferentes meios de 

crescimento, conforme apresentado na Tabela 1. Todos os meios foram dissolvidos em 

água destilada, e esterilizados a 121 ºC por 20 minutos. 

2.3 Produção da biomassa fúngica 

Para a produção da biomassa fúngica, foram adicionados três fragmentos de 4 

mm do micélio microbiano, cultivado em placas de Petri contendo PDA a 30 ± 2 ºC por 

7 dias, para Erlenmeyers contendo os três meios de cultivo, apresentados pela Tabela 1, 

em triplicata, submetidas separadamente nas temperaturas de 29 ºC e posteriormente a 36 

ºC. Para avaliação visual, os meios foram incubados e retirados nos tempos zero, 72 horas 

e 168 horas, submetidos a 130 rpm na incubadora. Após cada período, foi feita uma 

avaliação visual dos meios e retirada uma fotografia. Em seguida, os meios do período de 

168 horas foram filtrados a vácuo, separando a biomassa do meio líquido. As biomassas 

dos meios foram secas em dessecador, e colocada em eppendorf®, para realização de 

ensaio analítico de composição de ácidos graxos. Para realização da composição de ácidos 

graxos na biomassa fúngica, as amostras foram identificadas como A1. A2 e A3, 

equivalendo ao crescimento nos meios NBRIP, uso geral e 9K-glicose, respectivamente, 

na temperatura de 29 ºC, e sendo feito da mesma maneira para as amostras B1, B2 e B3, 

mas na temperatura de 36 ºC. 
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Tabela 1: Constituição elementar dos meios de enriquecimento e crescimento. 

Reagentes Fórmula 
Meios de Crescimento % 

NBRIP Uso geral 9K-glicose 

Glicose C6H12O6 1,0 1,0 1,0 

Cloreto de magnésio hexahidratado MgCl2.6H2O 0,5 - - 

Sulfato de magnésio heptahidratado MgSO4.7H2O 0,025 0,1 0,05 

Sulfato de amônio (NH4)2SO4 0,01 - 0,3 

Nitrato de cálcio Ca(NO3)2 - - 0,0013 

Sulfato de ferro heptahidratado FeSO4.7H2O - - 0,001 

Cloreto de potássio KCl 0,02 - 0,01 

Cloreto de sódio NaCl - 0,1 - 

Cloreto de amônio NH4Cl - 0,5 - 

Fosfato de cálcio Ca5(OH)(PO4)3 0,5 0,5 0,5 

Ph  7.0 ± 0,2 7,2 ± 0,2 4,5 ± 0,2 

Referência  
Nautiyal, 1999, 

modificado. 

Verma et al., 2001, 

modificado. 

Silverman e Lundgren, 1959, 

modificado. 
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2.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 Os pellets fúngicos do período de 168 horas obtidos do meio NBRIP, foram 

analisados via MEV em microscópio JEOL (JSM 6610), equipado com EDS Thermo 

scientific NSS special imaging. As amostras foram submetidas a técnicas especiais de 

preparação, como fixação em glutaraldeído, desidratação em concentrações ascendentes 

de acetona, secagem pelo ponto crítico de CO2 Autosamdri®, montagem da amostra em 

“Stub”, e recobrimento de filmes de ouro na amostra pelo sistema de evaporação 

conhecido como “sputtering” (Denton Vaccum, Desk V), para posterior condução no 

MEV, visando a realização de observações morfológicas externas do Aspergillus terreus 

e captura de imagens. 

2.5 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

Consecutivamente, foram coletados fragmentos fúngicos em formato de pellets, 

referente ao período de 168 horas do meio NBRIP, para análise via MET em microscópio 

JEOL (JEM 2100) operado com 100 KeV, equipado com EDS Thermo Scientific. Para 

as análises via MET, as amostras foram submetidas a técnicas especiais de preparação, 

como fixação do material em glutaraldeído, pós-fixação em tetróxido de ósmio, 

desidratação em concentrações ascendente de acetona, infiltração em resina, e por fim a 

polimerização, para posterior condução no MET, visando a realização de observações 

morfológicas internas do Aspergillus terreus e captura de imagens. 

2.6 Transesterificação direta (DT) 

O procedimento de transesterificação direta da biomassa fúngica foi realizado 

utilizando o método de Hartman & Lago adaptado à microescala, conforme descrito por 

Soares et al. (2014). O conteúdo superior, contendo o FAME, foi coletado e analisado por 

cromatografia gasosa. Para calcular o teor de ésteres na biomassa, 1,0 mL foi removido 

da fase heptânica, obtido via DT, e transferido para um frasco Eppendorf®, previamente 

tarado. As amostras foram deixadas em dessecador para a evaporação do solvente até a 

massa do FAME atingir o peso constante. O teor de ésteres foi obtido pela relação entre 

a massa de FAME e a massa de biomassa inicial utilizada no procedimento de DT. 

2.7 Composição de ácidos graxos 

A composição dos ácidos graxos na forma de ésteres metílicos foi feita por 

cromatografia gasosa (HRGC-FID) utilizando o Agilent 7890 equipado com detector de 

ionização por chama (FID), e um injetor split/splitless para analisar a composição do 

FAME. A coluna capilar foi a DB-WAX (30m x 0,25mm x 0,25 µm). A temperatura 

inicial do forno era de 70 ºC, sendo aquecida a uma taxa de 10 ºC min-1 até 240 ºC, e 
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mantida a essa temperatura por 13 minutos. Aqueceu-se novamente a uma taxa de 5 ºC 

min-1 até 250 ºC. A temperatura do injetor foi mantida a 310 ºC no modo dividido com 

uma razão de 10:1, e um volume de injeção de 2 µL. O detector foi mantido em 310º C. 

Foi utilizado o hidrogênio 5,0 como gás carreador a uma velocidade linear de 42 cm s-1, 

e também o nitrogênio 5,0 como gás auxiliar a uma taxa de 20 mL min-1.  

Os FAMEs foram identificados por comparação com os tempos de retenção das 

amostras de composição conhecida como o óleo de soja, amendoim e crambe (Crambe 

abyssinica) através da análise dos padrões de referência FAME (Nu-Check-Prep®) por 

cromatógrafo gasoso (HRGC-MS) Shimadzu 17A acoplado a um espectrômetro de massa 

Shimadzu QP 5050, com interface a 280 ºC. O Hélio foi utilizado como gás de arraste a 

38 cm s-1. As condições operacionais para forno, injetor e coluna foram às mesmas 

utilizadas para HRGC-FID. Cada amostra foi injetada três vezes por HRGC-FID e 

HRGC-MS.  

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As imagens obtidas pelo MEV, exibem as imagens microfotográficas da 

estrutura externa do Aspergillus terreus, atribuindo as observações dos aspectos 

morfológicos e estruturais do micélio fúngico, conforme apresentado na Figura 1, 

revelaram a exibição de uma grande quantidade de estruturas filamentosas de tamanho 

variável. É possível também observar a presença de esporângios em desenvolvimento em 

meio aos filamentos, responsáveis por promover a fixação e perpetuação da espécie 

fúngica. 

Já nas imagens produzidas pelo MET, trazem as observações microfotográficas 

da estrutura interna do Aspergillus terreus, exibindo observações morfológicas e de 

dispersão das amostras fúngicas, conforme demonstrado pela Figura 2. As imagens 

apresentam a presença de estruturas aparentemente “vazias”, com estruturas globulares 

ou ovais, sem a percepção de presença de estruturas internas aparente, que se destacam 

com a presença de um sistema vacuolar bastante desenvolvido. 
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Figura 1: Captura de imagens pelo MEV visando realizar observações morfológicas 

externas do fungo, do meio NBRIP do período de 168 horas. Imagens com resolução do 

fungo de (a) x2000 e 10 µm, (b) x1000 e 10 µm, (c) x500 e 50 µm, e (d) x250 e 100 µm. 

 

Figura 2: Captura de imagens pelo MET visando realizar observações morfológicas 

internas do fungo, do meio NBRIP do período de 168 horas. Imagens com resolução do 

fungo de x5000 e 1 µm. 
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Os meios de cultivo NBRIP e 9K-glicose são os de maior composição 

nutricional, conforme apontado pela Tab. 1, sendo cada nutriente responsável pela 

funcionalidade vital da célula fúngica. Segundo Walker e White (2018), os 

macronutrientes carbono (C), nitrogênio (N), oxigênio (O), enxofre (S), fósforo (P), 

potássio (K), magnésio (Mg), e os micronutrientes cálcio (Ca), ferro (Fe), que compõe os 

meios de cultivo representados na Tabela 1, são necessário para o crescimento celular do 

fungo. O carbono (presente na glicose), têm a função estrutural da célula fúngica quando 

em combinação com hidrogênio, oxigênio e nitrogênio, atuam como fonte de energia; o 

nitrogênio (presente em sais de NH4
+, uréia, e aminoácidos), atua estruturalmente e 

funcionalmente em proteínas e enzimas; o oxigênio (presente no ar, O2), funciona como 

substrato para enzimas oxidativas respiratórias e outras funções mistas, sendo essencial 

para o ergosterol e a síntese de ácidos graxos insaturados; o enxofre (presente em sulfatos 

e metioninas), é disponibilizado para composição de aminoácidos sulfurados e vitaminas; 

o fósforo (presente em fosfatos), atua na transdução energética, compondo o ácido 

nucleico e a estrutura da membrana; o potássio (presente em sais de K+), é responsável 

pelo equilíbrio iônico da célula, atuando na atividade enzimática; o magnésio (presente 

em sais de Mg2+), atua na atividade enzimática, constituindo a estrutura celular e as 

organelas; o cálcio (presente em sais de Ca2+), sendo responsável como segundo 

mensageiro na transdução de sinal; e o ferro (presente de sais férricos, quelação do Fe3+ 

por sideróforos e liberação de Fe2+ dentro da célula), está contido numa pequena 

hemoproteína, denominada de citocromo, que é responsável por efetuar o transporte de 

elétrons. 

Os meios de cultivo NBRIP e uso geral demonstraram grande potencial no 

desenvolvimento da biomassa fúngica, respectivamente nesta ordem, na temperatura de 

29ºC em relação aos outros meios de cultivo, conforme demonstrado pela Figura 3. Esta 

condição foi favorável devido á constituição nutricional elementar dos dois meios de 

cultivo, que têm em comum componentes em quantidades superiores aos outros meios 

como Mg2+ e sais de NH4
+ que atuam exclusivamente na estrutura e funcionalmente na 

célula fúngica, além da presença de um açúcar (glicose) tendo o carbono como elemento 

essencial para fornecimento de energia. O pH em torno de 7 também contribuiu de forma 

eficiente na produção da biomassa fúngica tão somente para os meios de cultivo NBRIP 

e uso geral, apesar de maior parte dos fungos terem seu crescimento ótimo em pH ácido. 
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Figura 3: Perfil dos meios de cultivo (NBRIP, uso geral, 9K-glicose e 9K), submetido a 

três períodos de incubação (zero, 72 e 168 horas), sob temperatura de 29 º C. 

 

Figura 4: Perfil dos meios de cultivo (NBRIP, uso geral e 9K-glicose), submetido a três 

períodos de incubação (zero, 72 e 168 horas), sob temperatura de 36 º C.  

Entretanto, o meio 9K-glicose demonstrou grande afinidade de crescimento e 

produção de biomassa na temperatura de 36 ºC, quando comparado aos outros meios de 

cultivo, conforme demonstrado na Figura 4. Pelo fato do meio 9K-glicose apresentar uma 
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condição considerável inóspita para desenvolvimento microbiano, devido se encontrar 

com temperatura alta e pH ácido, ficou evidente que o fungo demonstrou potencialidade 

satisfatória no desenvolvimento de biomassa, quando comparado aos meios NBRIP e uso 

geral. 

Quando comparado quanto ao conteúdo da biomassa fúngica produzida entre os 

meios NBRIP á 29 ºC e 9K-glicose á 36 ºC,  os mesmos meios demonstram bastante 

semelhantes na produção de biomassa, com maior destaque para o meio NBRIP, devido 

apresentar maior volume em conteúdo de biomassa fúngica, com pellets esféricos 

menores e mais dispersos no meio reacional, por comparação no meio 9K-glicose os 

pellets apresentam formato esférico de maior tamanho dispersos no meio reacional. 

Foram identificados 16 ésteres metílicos de ácidos graxos nas amostras fúngicas 

do Aspergillus terreus, conforme demonstrado na Tabela 2, variando de C14:0 á C24:0, 

e segundo a Figura 3 o C16:0, C18:0, C18:1 cis9 e C18:2 cis9, 12, ou seja, os ácidos 

graxos hexadecanoico (palmítico), octadecenoico (esteárico), cis-9-octadecenoico 

(oleico) e cis-9,12-octadecadienoico (linoleico), respectivamente, são considerados os 

ésteres metílicos majoritários. Esses ésteres metílicos, no meio NBRIP á 29 ºC e a 36 ºC, 

representam 93,27% e 96,63%, respectivamente, a constituição total de ácidos graxos no 

fungo, agora, no meio de uso geral á 29 ºC e a 36 ºC, é de 96,05% e 94,49%, na devida 

ordem, representa o conteúdo total de ácidos graxos no fungo, já no meio 9K-glicose á 

29 ºC e a 36 ºC, é representado por 95,97% e 95,20%, nesta ordem, a constituição total 

de ácidos graxos na biomassa fúngica.   

O C16:0, demonstrou maior teor de ácidos graxos no meio de cultivo 9K-glicose, 

com valor de 18,06% de éster metílico, na temperatura de 36 ºC, e o C18:0, revelou maior 

desempenho produtivo da ordem de 15,72% no meio NBRIP na mesma temperatura, ou 

seja, a 36 ºC, já o C18:1 cis9 alcançou uma produtividade de 47,06% no meio 9K-glicose, 

na temperatura de 29 ºC, enquanto que o éster metílico C18:2 cis9, 12, com valor de 

33,08% no meio uso geral, na temperatura de 36 ºC.  

Considerando os meios de cultivos na temperatura de 29 ºC, tanto o meio 

NBRIP, com os ésteres metílicos C18:0 e C18:2 cis9, 12, como o meio 9K-glicose com 

os ésteres metílicos C16:0 e C18:1 cis9 demonstraram maiores rendimentos na produção 

de ácidos graxos. Agora, observando os meios de cultivos na temperatura de 36 ºC, o 

meio de uso geral obteve maior rendimento na produção de ésteres metílicos para o C16:0 

e C18:2 cis9, 12, entretanto os ácidos graxos C18:0 e C18:1 cis9 revelaram maior 

rendimento nos meios de cultivo NBRIP e 9K-glicose, respectivamente.
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Tabela 2: Conteúdo do perfil de ésteres metílicos de ácidos graxos nas amostras fúngicas. 

Ésteres metílicos de ácidos graxos 
Conteúdo (%) ± dp 

A1 A2 A3 B1 B2 B3 

C14:0 Tetradecanoico 0,25 ± 0,03 0,16 ± 0,01 0,33 ± 0,01 0,22 ± 0,00 0,51 ± 0,09 0,25 ± 0,00 

C15:0 Pentadecanoico 0,18 ± 0,00 0,25 ± 0,00 0,21 ± 0,00 0,18 ± 0,00 0,35 ± 0,06 0,26 ± 0,00 

C16:0 Hexadecanoico 15,36 ± 0,18 14,04 ± 0,12 17,79 ± 0,16 16,36 ± 0,50 18,06 ± 0,85 17,76 ± 0,01 

C16:1 cis7 cis-7-Hexadecenoico 0,21 ± 0,02 0,52 ± 0,01 0,82 ± 0,01 0,19 ± 0,00 0,95 ± 0,01 0,52 ± 0,00 

C17:0 Heptadecanoico 0,51 ± 0,01 0,49 ± 0,00 0,22 ± 0,00 0,53 ± 0,00 0,33 ± 0,02 0,51 ± 0,00 

C17:1 cis7 cis-7-Heptadecanoico 0,11 ± 0,01 0,24 ± 0,00 0,15 ± 0,00 0,12 ± 0,01 0,22 ± 0,02 0,25 ± 0,01 

C18:0 Octadecenoico 15,01 ± 0,33 6,92 ± 0,01 6,10 ± 0,02 15,72 ± 0,01 4,73 ± 0,24 7,12 ± 0,00 

C18:1 cis9 cis-9-Octadecenoico 34,27 ± 0,58 46,85 ± 0,10 47,06 ± 0,10 35,26 ± 0,21 38,62 ± 0,29 42,74 ± 0,10 

C18:2 cis9,12 cis-9,12-Octadecadienoico 28,63 ± 0,21 28,24 ± 0,01 25,02 ± 0,09 29,19 ± 0,19 33,08 ± 0,04 27,58 ± 0,03 

C18:3 cis9,12,15 cis-9,12,15-Octadecatrienoico 0,18 ± 0,00 0,28 ± 0,00 0,32 ± 0,01 0,18 ± 0,00 1,31 ± 1,11 0,07 ± 0,00 

C19:0 Nonadecanoico 2,87 ± 0,45 0,07 ± 0,04 0,29 ± 0,21 0,11 ± 0,04 0,06 ± 0,02 0,57 ± 0,12 

C20:0 Eicosanoico 0,75 ± 0,02 0,48 ± 0,00 0,34 ± 0,00 0,77 ± 0,00 0,32 ± 0,02 0,59 ± 0,00 

C20:1 cis11 cis-11-Eicosanoico 0,10 ± 0,02 0,29 ± 0,01 0,30 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,23 ± 0,03 0,21 ± 0,00 

C20:2 cis11,14 cis-11,14-Eicosanoico 0,10 ± 0,03 0,17 ± 0,00 0,21 ± 0,00 0,21 ± 0,12 0,22 ± 0,05 0,16 ± 0,00 

C22:0 Docosanoico 0,40 ± 0,02 0,35 ± 0,01 0,22 ± 0,01 0,36 ± 0,01 0,31 ± 0,06 0,42 ± 0,01 

C24:0 Tetracosanoico 0,45 ± 0,01 0,65 ± 0,01 0,62 ± 0,01 0,52 ± 0 02 0,71 ± 0,18 0,98 ± 0,01 

ƩSFA  35,89 ± 0,12 23,65 ± 0,02 26,27 ± 0,04 34,89 ± 0,06 25,60 ± 0,17 28,71 ± 0,01 

ƩMUFA  34,58 ± 0,16 47,66 ± 0,03 48,18 ± 0,03 35,54 ± 0,06 39,80 ± 0,09 42,70 ± 0,03 

ƩDUFA  28,73 ± 0,12 28,41 ± 0,01 25,23 ± 0,05 29,40 ± 0,16 33,30 ± 0,05 27,74 ± 0,02 

ƩTUFA  0,18 ± 0,00 0,28 ± 0,00 0,32 ± 0,01 0,18 ± 0,00 1,31 ± 1,11 0,07 ± 0,00 

ƩUFA  64,11 ± 0,12 76,35 ± 0,02 73,73 ± 0,03 65,11 ± 0,08 74,40 ± 0,22 71,29 ± 0,02 

dp - desvio padrão; Ʃ – somatório; SFA – ácidos graxos saturados; MUFA – ácidos graxos monoinsaturados; DUFA – ácidos graxos di-insaturados; TUFA – ácidos 

graxos tri-insaturados; UFA – ácidos graxos insaturados. A1 e B1 – meio NBRIP; A2 e B2 – meio de uso geral; e A3 e B3 – meio 9K-glicose. 
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Ao observar a temperatura, os ésteres metílicos C16:0, C18:0 e C18:2 cis9, 12, 

na temperatura de 36 ºC, correspondentes aos meios de uso geral, NBRIP e 9K-glicose, 

respectivamente, confirmam os maiores rendimentos na produção de ácidos graxos, 

enquanto que na temperatura de 29 ºC, o C18:1 cis9 no meio 9K-glicose, foi o único que 

exibiu maior eficiência na produção de ácido graxo. 

    Fazendo uma correlação entre os meios de cultivos e as temperaturas de 

cultivo do fungo filamentoso, os meios NBRIP e o 9K-glicose e a temperatura de 36 ºC 

foram as condições ideais de maior rendimento na produção de ésteres metílicos de ácidos 

graxos. Dentre os dois meios de cultivos, o meio 9K-glicose foi aquele que melhor 

desempenhou com maior eficiência na produção de ácidos graxos, revelando que na 

condição ácida de 4,5 ± 0,2, o fungo filamentoso desempenha maior efetividade produtiva 

de ácidos graxos. 

As amostras fúngicas apresentaram até 1,31% de ácidos graxos tri-insaturados 

(TUFA) e ausência de poli-insaturados (PUFA), o que são valores inferiores ao descrito 

na norma europeia EN 14214, que qualifica o teor de FAME para o biodiesel, o qual 

defini o limite máximo de 12% para TUFA e 1% para PUFA (EUROPEAN UNION, 

2010). Tal determinação é justificada pelo fato dos tais ácidos graxos insaturados 

classificados como TUFA e PUFA proporcionarem baixa estabilidade oxidativa ao 

biocombustível, apesar de melhorarem as propriedades de escoamento (Knothe, 2005). 

Enquanto que os SFA apresentam ótimas propriedades de combustão, mas podem causar 

problemas de escoamento a frio (Jeong et al., 2008). Diante disso, é perceptível que as 

amostras fúngicas estudadas aparentam ter grande potencial como biomassa para serem 

usadas como matéria-prima para produção de biodiesel. 

 A avaliação de FAME revelou que as amostras do Aspergillus terreus 

apresentaram maiores teores de ácidos graxos insaturados (64,11 a 76,35%) a 29 ºC e 

(65,11 a 74,40%) a 36 ºC do que saturados (23,65 a 35,89%) a 29 ºC e (25,60 a 34,89%) 

a 36 ºC. Dentre os meios de cultivo empregados no estudo, o meio NBRIP revelou tanto 

na temperatura de 29 ºC como a 36 ºC, grande potencial na produção de ácidos graxos 

saturados, alcançando valores de 35,89 e 34,89%, respectivamente. Os ácidos graxos 

palmítico (C16:0) e esteárico (18:0) surgiram como os principais ácidos graxos saturados 

na biomassa fúngica no meio NBRIP na temperatura de 29 ºC, compondo valores de 15,36 

e 15,01%, respectivamente cada, revelando como possível biomassa e condições físicas 

e químicas com capacidade na produção de biodiesel. 
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4 CONCLUSÕES 

A biomassa de Aspergillus terreus demonstrou ser uma fonte promissora na 

produção de ácidos graxos saturados em meio NBRIP, quando observado o perfil de 

FAME tanto na temperatura de 29 ºC como na de 36 ºC, sendo neste último observado 

um pequeno percentual a mais de SFA. O pH baixo, ou seja, o meio ácido demonstrou 

ser um fator preponderante de eficácia na produção de compostos ácidos, como os ácidos 

graxos, produto da conversão do triacilglicerideo em metil ésteres de ácidos graxos, por 

meio do sistema enzimático de lipases para produção de biodiesel, condição que também 

revelou ser de extrema importância para o desenvolvimento e perpetuação da espécie 

fúngica, mesmo que sendo em ambiente adverso. Assim, mesmo que não tenhamos 

atualmente qualquer processo industrial de otimização e produção de biomassa fúngica 

capaz de produzir biodiesel de seu conteúdo de FAME, ainda é possível produzir tal 

biocombustível de interesse e talvez em quantidades semelhantes ou mesmo maiores que 

as fontes convencionais. Isso nos traz a luz do conhecimento na realização de estudos 

almejando a produção de ácidos graxos saturados na produção de biodiesel.     

REFERÊNCIAS 

Aguilera, A.; González-Toril, E. Eukaryotic life in extreme environments: Acidophilic 

fungi. Fungi in Extreme Environments: Ecological Role and Biotechnological 

Significance, 2019,  chapter 2, 21-38. 

Bholay A.D., Barbosa S., Jadhav K. In vitro cultivation of vesicular-arbuscular 

mycorrhizal fungi and its biological efficacy. International Journal of Current 

Microbiology and Applied Sciences, 2018, 7, 931-941. 

D’alessandro, E. B.; Soares, A. T.; Pereira, J.; Antoniosi Filho, N. R. Viability of biodiesel 

production from a thermophilic microalga in conventional and alternative culture media. 

Brazilian Journal of Botany, 2018, 41, 319–327.  

EUROPEAN UNION. EN 14214 (2010) Automotive fuels - Fatty acid methyl esters 

(FAME) for diesel engines - Requirements and test methods. In: European Committee 

For Standardization.   

Hartman, L.; Lago, R. C. Rapid preparation of fatty acid methyl esters from lipids. Lab 

Pract, 1973, 22, 475–476. 

Hassan, N.; Rafiq, M.; Rehman, M.; Sajjad, W.; Hasan, F.; Abdullah, S. Fungi in acidic 

fire: A potential source of industrially important enzymes. Fungal Biology Reviews, 2019, 

33, 58-71. 



98 
 

Jeong, G.-T.; Jae-Hee, P.; Seok-Hwan, P.; Don-Hee, P. Estimating and improving cold 

filter plugging points by blending biodiesels with different fatty acid contents. 

Biotechnology and Bioprocess Engineering, 2008, 13, 505–510. 

Knothe, G. Dependence of biodiesel fuel properties on the structure of fatty acid alkyl 

esters. Fuel Processing Technology, 2005, 86, 1059–1070. 

Maron, P. A.; Sarr, A.; Kaisermann, A.; Lévêque, J.; Mathieu, O.; Guigue, J.; Karimi, B.; 

Bernard, L.; Dequiedt, S.; Terrat, S.; Chabbi, A.; Ranjard, L. High microbial diversity 

promotes soil ecosystem functioning. Applied and Environmental Microbiology, 2018, 

84, 1-12. 

Martín, J. F.; Van den Berg, M. A.; Ver Loren van Themaat, E.; Liras, P. Sensing and 

transduction of nutritional and chemical signals in filamentous fungi: Impact on cell 

development and secondary metabolites biosynthesis. Biotechnology Advances, 2019, 37, 

1-15, 2019. 

Meena, H.; Siddhardha, B. Global scenario of fungal white biotechnology: past, present, 

and future. Recent Advancement in White Biotechnology Through Fungi, 2019, chapter 

17, 537-559.  

Menezes, R. S.; Leles, M. I. G.; Soares, A. T.; Brandão e Melo Franco, P. I.; Antoniosi 

Filho, N. R.; Sant’Anna, C. L.; Vieira, A. A. H.  Evaluation of the potentiality of 

freshwater microalgae as a source of raw material for biodiesel production. Química 

Nova, 2013, 36, 10–15. 

Sitepu, E. K.; Jones, D. B.; Zhang, Z.; Tang, Y.; Leterme, S. C.; Heimann, K.; Raston, C. 

L.; Zhang, W. Turbo thin film continuous flow production of biodiesel from fungal 

biomass. Bioresource Technology, 2019, 273, 431-438. 

Soares, A. T.; da Costa, D. C.; Silva, B. F.; Lopez, R. G.; Derner, R. B.; Antoniosi Filho, 

N. R. Comparative analysis of the fatty acid composition of microalgae obtained by 

different oil extraction methods and direct biomass transesterification. BioEnergy 

Research, 2014, 7, 1035-1044. 

Tonato, D.; Marcuz, C.; Vendruscolo, R.G.; Bevilacqua, C.; Jacques, R.J.S.; Wagner, R.; 

Kuhn, R.C.; Mazutti, M.A. Production of polyunsaturated fatty acids by microorganisms 

isolated in the brazilian pampa biome. Brazilian Journal of Chemical Engineering, 2018, 

35, 835-846. 

Velez, P.; Ojeda, M.; Espinosa-Asuar, L.; Pérez, T. M. Experimental and molecular 

approximation to microbial niche: trophic interactions between oribatid mites and 

microfungi in an oligotrophic freshwater system. PeerJ, 2018, 6, e5200. 



99 
 

Walker, G. M.; White, N. A. Introduction to fungal physiology. In: Fungi: Biology and 

Applications (Kevin Kavanagh, Ed., 3ª edition), p. 1-15, John Wiley & Sons Publishers 

(2018), doi: 10.1002/9781119374312 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



100 
 

5 CONSIDERACÕES FINAIS 

A tecnologia de biossolubilização, já conhecida no ramo da ciência, demonstrou 

neste estudo ser uma tecnologia bastante eficaz em seus efeitos na solubilização do 

fósforo inorgânico e insolúvel. O referido trabalho traz a luz do conhecimento que o 

Aspergillus terreus, isolado a partir do rejeito de minério de ferro, apresentou por meio 

dos atributos físicos e químicos apresentados neste estudo reais possibilidades de 

aplicabilidade da solubilidade do componente elementar fósforo tanto em meio conhecido 

de fósforo, como fosfato de cálcio, Ca5(OH)(PO4)3, como em meio contendo o próprio 

rejeito de minério de ferro. Não foram encontrados estudos na literatura que demonstram 

o A. terreus como biomassa capaz de solubilizar fósforo, e por isso, sendo este o primeiro 

trabalho original relatado com atividade inovadora de biosolubilização de fósforo em 

rejeito de minério. A biossolubilização, revelou ser uma importante ferramenta em nossas 

mãos, uma excelente tecnologia e sugestiva em sua aplicação, constituindo numa 

alternativa para redução de custos de produção e estabelecimento de uma condição de 

sustentabilidade do sistema de mineração, contribuindo numa melhor qualidade do 

minério de ferro e numa provável utilização do fósforo solúvel, como por exemplo, na 

produção de fertilizantes fosfatados. É sugestivo que outros trabalhos venham a ser 

realizados visando a remoção e ou utilização do fósforo contido no meio reacional, na 

aplicação de diferentes biotecnologias, como exemplo, na biofertilização. 

O A. terreus demonstrou ser uma ótima biomassa na obtenção de ácidos graxos 

saturados, SFA, já que apresentam ótimas propriedades de combustão, sendo uma 

importante biomassa promissora na produção biodiesel, uma vez que o mesmo apresentou 

baixo teor de TUFA, 1,31%, e ausência de PUFA, quando comparado com a norma 

europeia EN 14214, que define como limite máximo de TUFA em 12% e PUFA em 1%, 

já que os mesmos proporcionam baixa estabilidade oxidativa ao biocombustível.  

Foi realizado um estudo de viabilidade celular do Acutodesmus obliquus, 

visando conhecer a maior condição de conservação da microalga, seja ela por 

refrigeração, congelamento ou congelamento com uso de substâncias crioprotetoras, 

como o DMSO, Gli e Poli. A conservação por resfriamento e congelamento com 

substâncias crioprotetoras do A. obliquus demonstraram satisfatoriamente eficiente, 

sendo evidente a possibilidade a conservação por esses métodos por tempo prolongado. 

Este estudo seria uma continuação do trabalho de solubilização de fósforo do rejeito de 

minério de ferro pelo A. terreus, com o comprometimento do tempo das atividades 
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laboratoriais no ano de 2020, não foi possível dar sequência na remoção do fósforo 

solubilizado pelo A. obliquus, como possível utilização como biofertilizante. 
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ESTUDO DE VIABILIDADE CELULAR DO Acutodesmus obliquus  

 

RESUMO 

O desenvolvimento e validação de métodos eficientes de conservação de microalgas é 

essencial para o estabelecimento e constituição de coleções de culturas de longo prazo, 

assim como também na programação para melhoramento e possível modificação genética 

de algas. Entretanto, cada espécie de microalga demonstra repostas consideradas 

imprevisíveis, e assim, dificultando a padronização de métodos universais até o momento. 

Os resultados apresentados neste estudo indicam o tempo como fator limitante para 

conservação do A. obliquus, nos métodos de conservação por refrigeração, congelamento 

e congelamento com uso de crioprotetores, como DMSO, Gli e Poli. O congelamento 

com uso de substâncias crioprotetoras demonstraram satisfatória eficiência na 

conservação da microalga, e assim, como também de forma surpreendente na 

conservação por refrigeração. Como já sabido, a conservação por somente congelamento 

demonstrou baixa eficiência, uma vez que é causada a ruptura das células pela formação 

de cristais de gelo em seu interior, e assim, inviabilizando a conservação da microalga de 

forma mais prolongada. O estudo evidenciou com eficácia a conservação do A. obliquus 

por refrigeração e por congelamento com o uso de substâncias crioprotetoras citadas neste 

trabalho.    

 

Palavras-chaves: Acutodesmus obliquus, Viabilidade celular, Congelamento, 

Resfriamento, Substâncias crioprotetoras. 
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1 INTRODUÇÃO 

As microalgas são seres muito diversos presentes em sistemas aquáticos, são 

considerados seres fotoautotróficos, ou seja, possuem a capacidade de sintetizar seus 

próprios nutrientes com alta eficiência fotossintética, os quais são constituídos por 

importantes fontes de lipídios, hidrocarbonetos e outros óleos, destinados à produção de 

biocombustíveis (Choi et al., 2019; Preisig e Andersen, 2005). Além disso, as microalgas 

fazem uso de nutrientes, dióxido de carbono e de agentes fotossintéticos para crescerem 

e se multiplicarem (Selvan et al., 2019; West, 2005). À vista disso, as microalgas são 

classificadas em grandes grupos e diversidade de características estruturais, podendo se 

reproduzir e sobreviver em condições adversas (Branco et al., 2019). 

Dentre as microalgas existentes se destaca a Acutodesmus obliquus (A. 

obliquus), também conhecida como Tetradesmus obliquus, conforme classificado no 

Algaebase e definido por Hegewald e Hanagata (2000). A parede celular do A. obliquus 

é constituída por duas camadas principais, sendo a camada interna composta 

principalmente de polissacarídeos como a celulose, e a camada externa representada por 

uma estrutura trilaminar composta de algaenan, um biopolímero altamente resistente que 

atua como uma barreira para a recuperação de componentes intracelulares (Choi et al., 

2019; Wynne e Hallan, 2015). 

A constituição celular da A. obliquus segundo D’Alessandro (2018), a microalga 

é capaz de produzir ácidos graxos que variam de C14:0 a C22:0, sendo C16:0 e C18:1 os 

majoritários, tal como também observado em outros trabalhos como Aslani et al. (2018) 

e Soares et al. (2014), sendo o mesmo considerado uma biomassa com grande potencial 

na produção de biocombustíveis, como é verificado nos estudos de Selvan et al. (2019), 

com a produção de 98,74% de biodiesel e 96,83% de bioetanol. Além da produção de 

biocombustíveis com a utilização de diferentes biomassas de microalgas, são diversos os 

estudos também aplicados as microalgas na produção de pigmentos, como a luteína, 

astaxantina, ficobilinas, clorofilas e carotenoides, com alto valor comercial e potencial 

apoio econômico na produção de biodiesel (D’Alessandro et al., 2019; D’Alessandro e 

Antoniosi Filho, 2016).  

A biomassa de microalgas pode ser efetivamente preservada através do 

armazenamento, entretanto, são poucos os estudos que apresentam técnicas de viabilidade 

celular quando a biomassa é refrigerada, ou mesmo, congelada a longos períodos de 

tempo. O método de congelamento se torna inviável principalmente devido à formação 
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de cristais de gelo, sendo responsáveis pela expansão celular, causando o rompimento da 

parede celular (Hanashiro et al., 2019; Umamaheswari e Shanthakumar 2016). 

Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar a viabilidade celular do A. obliquus 

em diferentes condições de armazenamento, como resfriamento, congelamento e 

congelamento acrescido com diferentes agentes crioprotetores, e assim, conhecendo o 

tempo limite de armazenamento com permanência de células-viáveis em meio de cultivo.  

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Preparo do meio BBM 

Para o cultivo do Acutodesmus obliquus foi utilizado o meio de cultivo líquido 

BBM, proposto por Andersen et al. (2005), e apresentado pela Tabela 1. 

2.2 Estudo da viabilidade celular do Acutodesmus obliquus 

Foram preparados 105 tubos de ensaio contendo 5mL do meio BBM, sendo 

realizado em triplicata, e programado para 6 meses nas seguintes condições de 

armazenamento: 1. biomassa refrigerada; 2. Biomassa congelada + DMSO 

(dimetilsulfóxido); 3. Biomassa congelada + Gli (glicerol); 4. Biomassa congelada + Poli 

(polietilenoglicol); e 5. biomassa congelada. 

Em cada tubo de ensaio foi inoculado o A. obliquus, e posta para crescimento 

em incubadora sob iluminação por lâmpadas fluorescentes brancas de 16 W, com 

fotoperíodo de 24 horas, e temperatura de 29 ºC, por um período de 21 dias. 

Posteriormente, a biomassa da microalga foi concentrada, retirando o sobrenadante. Para 

a preservação com utilização de crioprotetores, a biomassa foi transferida para eppendorf 

e acrescido com as soluções crioprotetoras DMSO, Gli e Poli, na concentração de 10%, 

e ocupando um volume máximo de 1,5 mL, enquanto que nas condições de apenas 

refrigeração e congelamento, foi adicionado somente o meio BBM, e em seguida sendo 

armazenadas. As amostras que serão congeladas ficarão armazenadas na temperatura de 

-18 ºC, aproximadamente, já as amostras que serão refrigeradas ficarão armazenadas na 

temperatura de 4 ºC, aproximadamente. Foram retiradas amostras em triplicata nos 

períodos de tempo zero, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias para condução do estudo de 

viabilidade celular. 

O estudo de viabilidade celular foi conduzido com a utilização da câmara de 

Neubauer para realização da contagem de células viáveis e não-viáveis. Antemão, foram 

retiradas as amostras e condicionadas a temperatura ambiente, e em seguida a amostra foi 

centrifugada a 10.000 RCF durante 1 minuto. Em seguida, a solução sobrenadante foi 

retirada e adicionado 1,5 mL de meio BBM. As amostras foram conduzidas ao vortex e 
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agitadas a 1.500 rpm durante 1 minuto. Logo após, foi adicionado a cada amostra 10 µL 

do corante vermelho neutro 10%, e deixou descansar por 30 minutos em câmara escura. 

Com a lamínula posta na câmara de Neubauer, foram coletados 500 µL do meio contendo 

a biomassa da microalga com o corante vermelho neutro e transferida pela borda da 

lamínula, preenchendo cuidadosamente a câmara de contagem, e aguardando por 2 

minutos para sedimentação. 

A contagem das células viáveis e não-viáveis foi realizada observando as quatros 

áreas da câmara de contagem por meio do microscópio fluorescente. O cálculo para 

obtenção do número de células mL-1, foi realizada utilizando a seguinte equação: 

 

nº de células mL-1 =
𝑁1

𝑁2
 x fd x 10.000                                                                Equação 1 

 

O N1 corresponde ao número total de células contadas nas quatros áreas da 

câmara de contagem, já o N2 confere o número de quadrantes contados. O fd representa 

o fator de diluição, que neste caso equivale a 1, isso pelo fato de não ter sido necessário 

fazer diluição. 

2.3 Cálculo da porcentagem de células viáveis 

O cálculo da porcentagem de células viáveis foi determinado com a aplicação da 

seguinte fórmula: 

 

% 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 =
(𝐶𝑡𝑀𝑡−𝐶𝑣𝑀𝑣)

𝐶𝑡𝑀𝑡
 𝑥 100                                                           Equação 2 

 

Onde, Ct representa a concentração total de células na suspensão original de 

células, Mt consiste no fator de multiplicação usado para a contagem total de células (fator 

de diluição para leitura em microscópio = 10), Cv indica a concentração de células não-

viáveis, e o Mv consiste no fator de multiplicação usado para a contagem de células não-

viáveis (fator de diluição para leitura em microscópio = 10). 

2.4 Velocidade da inviabilidade celular 

O cálculo para a determinação da velocidade do desenvolvimento de formação 

de células não-viáveis da microalga A. obliquus foi realizado após aplicação da linha de 

tendência polinomial, e obtenção da equação de velocidade e do coeficiente de 

determinação. 
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Tabela 1: Composição do meio BBM. 

Componentes 
Solução estoque 

(g L-1 dH2O) 

Quantidade 

utilizada (mL) 

Concentração do 

meio no final 

Macronutrientes    

NaNO3 25,00 10 2,94 x 10-3 

CaCl2.2H2O 2,50 10 1,70 x 10-4 

MgSO4.7H2O 7,50 10 3,94 x 10-4 

K2HPO4 7,50 10 4,31 x 10-4 

KH2PO4 17,50 10 1,29 x 10-3 

NaCl 2,50 10 4,28 x 10-4 

Solução Alcalina de EDTA  1  

EDTA 50,00  1,71 x 10-4 

KOH 31,00  5,53 x 10-4 

Solução de Ferro Acidificada  1  

FeSO4.7H2O 4,98  1,79 x 10-5 

H2SO4  1  

Solução de Boro  1  

H3BO3 11,42  1,85 x 10-4 

Solução de Metais Traço  1  

ZnSO4.7H2O 8,82  3,07 x 10-5 

MnCl2.4H2O 1,44  7,28 x 10-6 

MoO3 0,71  4,93 x 10-6 

CuSO4.5H2O 1,57  6,29 x 10-6 

Co(NO3)2.6H2O 0,49  1,68 x 10-6 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Segundo Lourenço (2006), a biomassa microalgácea concentrada não precisa 

necessariamente ser aproveitada imediatamente após sua coleta, mais pode ser preservada 

durante algum tempo antes de sua utilização, por meio de procedimentos como a 

refrigeração e congelamento com o uso de substâncias crioprotetoras.
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Tabela 2: Porcentual quantitativo de células não-viáveis por período de tempo em dias para cada tipo de armazenamento: 

Condição das células 

Porcentual de células não-viáveis/dia ± dp 

0 30 60 90 120 150 180 

Biomassa refrigerada 0,00 47,93 ± 0,34 63,35 ± 0,45 73,98 ± 0,27 85,16 ± 0,18 93,02 ± 0,29 98,63 ± 0,12 

Biomassa congelada + DMSO 0,00 38,94 ± 0,72 57,04 ± 0,51 70,51 ± 0,56 84,97 ± 0,39 93,50 ± 0,32 97,01 ± 0,26 

Biomassa congelada + Gli 0,00 44,86 ± 0, 31 61,78 ± 0,21 69,61 ± 0,38 88,54 ± 0,25 95,35 ± 0,21 97,79 ± 0,18 

Biomassa congelada + Poli 0,00 41,47 ± 0,24 59,98 ± 0,47 71,44 ± 0,42 89,45 ± 0,41 94,05 ± 0,19 98,75 ± 0,24 

Biomassa congelada 0,00 57,25 ± 0,19 71,19 ± 0,32 92,81 ± 0,29 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 

dp: desvio-padrão. 
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Neste estudo foi utilizado o vermelho neutro, que é um corante catiônico 

considerado fraco e solúvel em água, atuando como um marcador, neste caso na 

identificação de células vivas do A. obliquus. Este corante permeia a membrana 

plasmática da célula que se encontra intacta e se concentra exatamente no citoplasma e/ou 

nos vacúolos das células viáveis da microalga, tonalizando-a na cor vermelha. Entretanto, 

as células da microalga que de alguma forma sofreu danificação, ou seja, não se 

encontram viáveis, durante os métodos de conservação, a incorporação do corante pela 

membrana citoplasmática é inibida, sendo a microalga declarada com inviabilidade 

celular (Da Luz et al., 2016).   

No seguinte estudo a conservação por simples congelamento, revelou baixa 

efetividade de viabilidade celular, o qual demonstrou expressiva diminuição de células 

viáveis, alcançando uma quantidade mínima de células vivas num período de tempo 

máximo 90 dias de conservação, sendo nos 90 dias o número de células viáveis 

expressivamente ínfima, tendo no máximo 7,19% de células viáveis, como apresentado 

na Tabela 2. Conforme Da Luz et al. (2016), no caso da conservação por simples 

congelamento, está técnica envolve a morte de todas ou quase todas as células em 

pequeno prazo de tempo, e acarreta alterações sejam elas pequenas ou nulas nas 

características químicas do material algáceo. 

O A. obliquus que ficou armazenada nas condições de refrigeração, congelada + 

DMSO, congelada + Gli, congelada + Poli, e congelada, demonstraram acentuada 

redução no número de células viáveis no meio a qual ficaram conservadas, por um período 

máximo de 180 dias, conforme demonstrado na Tabela 2. Somente nos primeiros trinta 

dias foi verificada uma redução acentuada de 47, 93%, 38,94%, 44,86%, 41,47% e 

57,25% de células viáveis nas amostras, respectivamente, e ocorrendo de forma 

progressiva nos 150 dias restantes de conservamento, sendo menos impactante que nos 

primeiros 30 dias. 

Conforme Da Luz et al. (2016), raramente no método de congelamento é 

utilizado cultura microalgácea em meio líquido, sendo as culturas concentradas 

previamente, caso haja grande quantidade de água entre as células, ocasionará em grandes 

perdas das células viáveis, e isso se deve a ruptura das células pela formação de cristais 

de gelo em seu interior. Entretanto, o uso de substâncias criopotetoras corroboram na 

promoção da viabilidade celular, agindo tanto de forma extracelular como intracelular, 

por exemplo, como no caso das substâncias glicoprotetoras que são agentes permeáveis,  

como o dimetilsufóxido (DMSO) e o glicerol (Gli), tem a função de interromper a 
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formação de cristais de gelo intracelular, enquanto que o polietilenoglicol (Poli), que é 

um agente não permeável, induz a desidratação celular, promovendo o efluxo de água 

intracelular (Fernandes et al., 2019). 

 

Figura 1: Representação da porcentagem de células viáveis em relação ao tempo. 

A conservação por congelamento com o incremento de substâncias 

crioprotetoras como dimetilsufóxido, glicerol e polietilenoglicol, utilizados neste estudo, 

mediante a aplicações de protocolos rigorosos, contribuem no aumento significativo na 

porcentagem de células vivas durante o período de congelamento, como observado na 

Tabela 2, em comparação a conservação por simples congelamento. A conservação por 

simples congelamento demonstrou uma grande queda no número de células vivas, tendo 

uma duração de 90 dias com presença de células do A. obliquus viva, enquanto que com 

o uso de crioprotetores houve uma sobrevida de 100% a mais que por somente 

congelamento, tendo uma duração máxima de 180 dias com presença de células vivas da 

microalga. 

Como apresentado na Figura 1, o A. obliquus congelada em meio contido com o 

crioprotetor dimetilsulfóxido (DMSO), revelou dentre as substâncias crioprotetoras 

utilizadas neste estudo ser a melhor substância crioprotetora como forma de conservação 

sob congelamento, ocorrendo de forma mais lenta a diminuição de células viáveis, e em 

consecutivo, num menor teor de células não-viáveis durante o congelamento. A amostra 

que foi refrigerada, mostrou-se ser uma alternativa, uma vez que apresentou baixa 

redução ao longo dos 180 dias, sendo semelhante as amostras que apresentavam o uso de 

crioprotetores durante a conservação.
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Tabela 3: Verificação da velocidade de inviabilidade celular e das equações de velocidade de inviabilidade celular por tipo de armazenamento. 

Condição das células 

Velocidade de inviabilidade celular (% dia-1) Equação da velocidade de 

inviabilidade celular 
R2 

30 60 90 120 150 180 

Biomassa refrigerada 1,60 1,06 0,82 0,71 0,62 0,55 Vcnv = 6E-05t2 + 0,0187t +2,053 0,9767 

Biomassa congelada + DMSO 1,30 0,95 0,78 0,71 0,62 0,54 Vcnv = 3E-05t2 + 0,0116t +1,581 0,9770 

Biomassa congelada + Gli 1,50 1,03 0,77 0,74 0,64 0,54 Vcnv = 5E-05t2 + 0,0161t +1,885 0,9622 

Biomassa congelada + Poli 1,38 1,00 0,79 0,75 0,63 0,55 Vcnv = 4E-05t2 + 0,0128t +1,690 0,9716 

Biomassa congelada 1,91 1,19 1,03 0,83 0,66 0,55 Vcnv = 6E-05t2 + 0,0207t +2,389 0,9625 
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A conservação por resfriamento demonstrou ser bastante efetiva em relação ao 

método de conservação por congelamento com o uso de substâncias crioprotetoras, apesar 

de ser considerado por Lourenço (2006), uma forma de conservação de curto período de 

vida útil para biomassas algáceas. A temperatura de 4 ºC, empregada neste estudo 

demonstrou ser suficiente para retardar eventuais processos de deterioração da biomassa 

do A. obliquus, como demonstrado pela Tabela 2. 

 

Figura 2: Representação da velocidade de inviabilidade celular do A. obliquus em relação 

ao tempo. 

A Tabela 3 evidência exatamente o que é verificado na Tabela 2, o qual é 

observado um aumento significativo na velocidade de inviabilidade das células do A. 

obliquus nos primeiros trinta dias, atingindo valores 1,60%, 1,30%, 1,50%, 1,38% e 

1,91% para a biomassa refrigerada, congelada + DMSO, congelada + Gli, congelada + 

Poli e congelada, respectivamente. A velocidade de inviabilidade celular é mais evidente 

quando a biomassa é somente congelada, tendo um significativo número de morte de 

células da microalga. 

É expressivo o quantitativo crescente de células não-viáveis demonstrada pela 

Figura 1, assim como, em contrapartida no quantitativo decrescente da velocidade de 

inviabilidade celular do A. obliquus, representada pela Figura 2, quanto ao período de 180 

dias de conservação. Tanto a Figura 1 como a Figura 2, revelam que no caso da microalga, 

o tempo é um fator limitante quanto a conservação por refrigeração ou congelamento, 

mesmo com o uso de crioprotetores, sendo muito mais evidente principalmente no 

método por simples congelamento. O uso de substâncias crioprotetoras demonstrou ser 
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uma metodologia bastante eficiente. A conservação por simples resfriamento com a 

biomassa concentrada revelou-se de forma muito surpreendente ser uma metodologia 

equiparável com a metodologia de aplicação em congelamento com o uso de 

crioprotetores DMSO, Gli e Poli. È observável também por meio da Tabela 3, uma 

semelhança muito próxima após os 30 dias de conservação a velocidade decrescente de 

inviabilidade celular da microalga entre os métodos de refrigeração e congelamento com 

os crioprotetores. 

Como verificado, o tempo demonstrou-se ser um fator limitante para a 

conservação da microalga, assim como também podemos citar a temperatura, a 

concentração de biomassa e o uso de substâncias crioprotetoras. A Tabela 3 revela 

exatamente a diminuição significativa nos primeiros 30 dias da velocidade de 

inviabilidade celular da microalga, e posteriormente, uma diminuição menos progressiva 

da velocidade de inviabilidade celular, sendo mais expressiva para as amostras que foram 

somente congeladas. Tanto as amostras que foram refrigeradas e congeladas juntamente 

com os crioproteotres demonstraram semelhança na queda da velocidade de inviabilidade 

celular. Por meio dos valores de velocidade de inviabilidade celular foi possível descrever 

as equações de velocidade de inviabilidade celular de cada método de conservação em 

razão do tempo como fator limitante, como apresentado na Tabela 3. Assim como também 

foi possível obter o coeficiente de determinação (r2), visando aferir o grau de ajuste da 

equação de velocidade de inviabilidade celular da microalga a partir dos dados das 

variáveis tempo e velocidade de inviabilidade celular. 

4 CONCLUSÕES 

Os resultados apresentados neste estudo indicam que o fator tempo também pode 

ser considerado determinante para vida útil das microalgas, neste caso para o A. obliquus, 

além da temperatura, concentração de biomassa e uso de substâncias crioprotetoras para 

uma conservação bem-sucedida. O uso de substâncias crioprotetoras realmente 

demonstrou-se eficaz na preservação da microalga, assim como também, de forma 

surpreendente a refrigeração quando adotados protocolos rígidos metodológicos de 

procedimentos para manipulação e conservação da biomassa microalgácea. O seguinte 

estudo revelou que o A. obliquus pode ser conservada relativamente por um período mais 

longo que por simples congelamento quando aplicado a refrigeração ou mesmo quando 

realizado o congelamento com o uso de substâncias crioprotetoras como o DMSO, Gli ou 

Poli. 
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