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Abstract. Toxic metals are not biodegradable and tend to bioaccumulate, presenting a
long term risk. However, some types of microorganisms have biosorption capacity, which
would be the possibility of retaining heavy metals from aqueous environments. The
filamentous fungi stand out because their cell wall is considered a place where there are
several metal binding sites. Thus, the objective of this experiment is to evaluate the effect
of heavy metal toxicity on the mycelial growth of filamentous fungi, aiming at the possible
use of such fungi for biosorption of these metals. For this, filamentous fungi were isolated
from the Quarenta stream, located in Manaus-AM, and a membrane filtration method
was used for isolation. The isolates were macroscopically and microscopically identified
by microculture. The toxicity of the metals Zinc, Mercury, Cadmium and Lead on the
mycelial growth of the isolates was tested in 50 ppm media in triplicate for each metal.
The three isolates presented high mercury biosorption capacity, relative capacity in
relation to zinc, but did not show growth in the presence of cadmium and lead.

Resumo. Metais tdxicos ndo sdo biodegradaveis e apresentam tendéncia a
bioacumulacdo, apresentando um risco a longo prazo. No entanto, alguns tipos de
microorganismos apresentam capacidade de biossorcéo, que seria a possibilidade de
reter metais pesados de ambientes aquosos. Os fungos filamentosos destacam-se, pois, a
parede celular deles é considerada local no qual ha diversos sitios de ligacdo de metais.
Sendo assim, o objetivo deste experimento é avaliar o efeito da toxicidade de metais
pesados no crescimento micelial de fungos filamentosos, visando a possivel utilizacéo de
tais fungos para biossorcao destes metais. Para isto, foram isolados fungos filamentosos
do igarapé do Quarenta, localizado na cidade de Manaus-AM, e utilizou-se método de
filtracdo por membrana para isolamento. Os isolados foram identificados
macroscopicamente e microscopicamente por meio de microcultivo. Testou-se a
toxicidade dos metais Zinco, Mercurio, Cadmio e Chumbo no crescimento micelial dos
isolados, em meios na concentrac¢ao de 50 ppm, realizados em triplicata para cada metal.
Os trés isolados apresentaram grande capacidade de biossorcdo de mercurio, relativa
capacidade em relacdo ao zinco, mas ndo apresentaram crescimento na presenca de
Cadmio e Chumbo.

PALAVRAS — CHAVE: biorremediacao, fungos filamentosos, metais toxicos
INTRODUCAO

O aumento da atividade industrial desde a Revolucéo Industrial, além de ter impacto
positivo na sociedade, gerando empregos e grande avanco tecnologico, também causou
impactos negativos, inicialmente n&do previstos e mensurados. Além da falta de tratamento
por parte da industria, o crescimento populacional exacerbado também contribui para a
contaminacdo ambiental (Santos, 2013). Isto porque juntamente com o0 aumento da



densidade populacional em grandes aglomerados, o consumismo dos produtos gerados
pelas grandes industrias também aumenta, mas ndo ha conscientizacdo por parte da
populagéo de que esses produtos necessitam de um descarte adequado (Vieira, 2012).

Esses dois fatores séo os grandes contribuintes para a contaminacgao dos ecossistemas,
que seriam o langamento dos residuos em rios, e o descarte inadequado de produtos que
carregam espécies quimicas de carater toxico, sendo metais pesados. Os metais pesados
sd0 0s agentes toxicos mais conhecidos, sendo que dos 80 metais conhecidos, 30 sdo
toxicos para 0 homem (Rocha, 2008). Muitos metais sdo essenciais para a vida, porém
dependendo da dose podem ter efeitos negativos (Avila-Campos, 2003).

Devido a essa deposicao inadequada de diversos componentes dos residuos solidos,
alguns metais pesados contaminam os igarapés presentes na cidade. Uma vez que estdo
presentes no ecossistema aquatico, afetam todos os tipos de vida e esferas, como solo,
plantas, microorganismos, animais, etc. (Rodrigues, 2017). No entanto, alguns tipos de
microorganismos apresentam capacidade de biossorcao, que seria a possibilidade de reter
metais pesados de ambientes aquosos (Naja, 2006; Silva, 2014). Tal capacidade é
interessante para utilizacdo destes microorganismos para tratamento dos efluentes
contaminados, pois apresenta baixo custo, baixo gasto de energia e ndo necessita produtos
quimicos (Bueno, 2009).

Dentre os varios microorganismos que apresentam a capacidade de biossor¢do ou
biotransformacao, ja sdo conhecidos alguns fungos filamentosos que removem metais
pesados de ambientes aquosos (Fulekar, 2010; Fontes, 2015). A biossor¢do envolve
diversos mecanismos como quelacdo, adsor¢do, ancoramento de metais em proteinas ou
de outras moléculas estruturais, complexacao, cristalizacdo, entre outros, o que permite
uma gama de possibilidades para a remocao dos metais pesados de areas contaminadas
(Calfa, 2007; Lemos, 2008).

2 13

Existem varios termos além de “metais pesados”, como “metais toxicos”, “metais
traco”, “elementos traco”. De acordo com Hillert (1997), o termo “metal pesado” surgiu
como uma conveniéncia para os legisladores ao referir-se a metais com potencial téxico.
Diferente do que se pensa comumente, nem todos 0s metais causam danos a saude, pois
existem determinadas porcGes que sdo essenciais para os sistemas biolégicos. O termo
“micronutriente” ¢ utilizado para designar esses metais em pequenas doses, como por

exemplo, o zingo, magnésio, cobalto e ferro (ROCHA, 2008).

Metais pesados sdo elementos quimicos que apresentam densidade maior que 5g/cm?
(Niriagu, 1992; Egreja, 1993). Marques et al. (2002) define que, além da densidade maior
que 5 g/cm?®, os que possuem numero atdmico maior que vinte também podem ser
considerados metais pesados.

O fato de os metais ndo serem biodegradaveis e apresentarem tendéncia a
bioacumulagcdo faz com que representem um risco a longo prazo, permanecendo por
muito tempo em diversos niveis tréfico (Hec da Silva, 2011). Em humanos, o acumulo
desses metais causa problemas nos sistemas gastrointestinal, neuroldgico e imunoldgico
e em diversos 6rgdos. De acordo com Rocha, 2008, o cadmio, o chumbo e 0 mercdrio sdo
trés dos principais que podem afetar o homem, conduzindo a inimeras patologias.



O cadmio é definido como metal pesado, e raro, ndo ocorre na natureza na forma
pura. E um metal ndo-essencial e com meia-vida biolégica longa que é perigosa para a
maioria dos organismos vivos (Shanmugaraj, 2019). De acordo com a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA, o Cadmio ocupa o quarto lugar dos metais pesados mais
perigosos, por se transferir facilmente para a cadeia alimentar causando contaminagao
dos animais e seres humanos (Firme, 2014).

O chumbo é um constituinte essencial de muitos minerais, principalmente os que
contém zinco. O chumbo esta presente no ar, no tabaco, nas bebidas e nos alimentos, por
contaminacdo e na embalagem. Também pode ser encontrado na agua devido aos
efluentes industriais, proveniente das indudstrias de baterias, tintas, tubulacdes e materiais
de construcdo (Furtado, 2007). Os maiores danos causados pelo chumbo sdo renais e
neuroldgicos, e por isso é apontado como um grande retardador de desenvolvimento
cerebral infantil (Bueno, 2009).

Dentre 0s metais contaminantes, 0 mercurio é o que apresenta maior potencial de
toxicidade, por apresentar forma quimica estavel na atmosfera como sua forma volatil, o
vapor de mercirio pode ser transportado afetando &reas naturais remotas. Esta
essencialmente presente em alimentos provenientes de lagos, rios e mares, pois acaba
sendo descartado por inddstrias do papel, polpa de madeira, materiais elétricos, fabricas
de tintas, pesticidas agricolas, instituicGes hospitalares e cientificas (Rocha, 2008). Dentre
os efeitos no homem, estdo osteoporose, lesdes cerebrais e renais, alteracdes psicoldgicas
e psicomotoras (Fontes, 2015).

O zinco é essencial para 0s organismos, pois € um componente estrutural de muitas
proteinas. No entanto, pode provocar a coagula¢do do muco sobreposto as branquias dos
peixes, causando asfixia. Esta € umas das causas mais frequentes de intoxicacdo de peixes
em rios de zonas agricolas. (Marcantonio, 2005). A toxicidade do zinco depende de
condicdes fisicas e quimicas do meio e do organismo.

A biossorcdo consiste na absorcdo de metais toxicos por microorganismos (biomassa)
vivos ou mortos (Colla, 2012). Pode ocorrer de duas maneiras, uma independente de
energia e atividade metabdlica que chamamos de adsorcdo ou captacdo passiva, e outra,
dependente de energia e do metabolismo, a absor¢do (Pallu, 2006). Dentre os mecanismos
envolvidos em biossorcdo, destacam-se a troca idnica, adsorcdo, complexacao,
precipitacdo e cristalizagdo (Souza, 2008). A biossor¢do depende de pardametros como
pH, tipo de metal, concentracdo do ion, concentracdo de biomassa, volume, temperatura
e estado fisioldgico da cultura (Del Rio, 2004). De maneira geral, a parede celular de
fungos filamentosos é considerada o local no qual ha diversos sitios de ligagdo de metais,
pois é composta por polissacarideos, como -glucano, a-glucano, quitina e glicoproteinas,
lipideos, melaninas, polimeros de D-galactosamina e poliuronideos (Souza, 2008).

O presente trabalho teve como objetivo a identificacdo de fungos filamentosos
presentes em aguas com historico de contaminacdo por metais pesados, que tenham
capacidade de realizar biossorcao destes toxicos, por meio de teste de efeito de toxicidade
dos metais sobre o crescimento micelial dos fungos.

1. MATERIAIS E METODOS



1.1 AMOSTRAGEM

Os fungos foram isolados do igarapé do Quarenta, localizado na regido Sul da
cidade de Manaus — AM, que percorre Varios bairros da cidade. Foram realizadas quatro
coletas, duas no periodo da cheia e duas no periodo da seca. As coletas foram feitas em
duas localidades diferentes, sendo o primeiro ponto no bairro Japiim, e o segundo ponto
no bairro da Betania. Utilizou-se para coleta dois frascos reagente em vidro boro de 500
mL previamente esterilizados em autoclave, coletando-se aproximadamente 500 mL.
Para controle de viagem utilizou-se outro frasco com 500 mL de agua estéril aberto
durante o tempo de recolhe das amostras, para controle de possivel contaminacgéo durante
a coleta (Faia, 2011). Apds coleta, os fracos foram mantidos em temperatura ambiente
armazenados em isopor, e transportados para o laboratorio de Bioprocessos, da faculdade
FUCAPI.

1.2 METODO DE FILTRACAO POR MEMBRANA

Montou-se um sistema de filtracdo em polisulfona, e posicionou-se a membrana no
suporte de filtro com auxilio de uma pinca estéril. A agua da coleta (120 mL por
membrana) foi adicionada ao sistema, sendo filtrada em seguida. Utilizou-se uma bomba
de vacuo para agilizar o processo. Todo o procedimento foi realizado dentro da capela de
fluxo laminar, e para assegurar a esterilidade da amostra, foi mantido um bico de Bunsen
aceso durante as filtracBes. Foram utilizadas membranas estéreis com porosidade de 0,45
um (Vale, 2007; Faia, 2011).

1.3 ISOLAMENTO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

O filtro contendo os fungos filamentos foram transferidos para placas de Petri com
auxilio de uma pinca estéril, diretamente sobre meio ASD (Sabouraud Dextrose Agar).
Para o crescimento dos fungos, as placas foram incubadas a 30 °C durante 7 dias em
incubadora BOD, na presenca de luz. Apds este periodo, as placas foram conservadas em
4 °C em geladeira, devidamente vedadas para retardar o crescimento fangico. As colbnias
morfologicamente semelhantes foram isoladas por repicagens sucessivas, no qual cada
fungo foi transferido para uma nova placa de petri com meio de cultura SDA.

1.4 IDENTIFICACAO MACROSCOPICA E MICROSCOPICA

Apbs 7 dias de crescimento dos fungos realizou-se a identificacdo macroscépica.
Caracteristicas como cor e textura dependem da perspectiva do observador, tornando-as
subjetivas.

Utilizou-se técnica de microcultivo estabelecida pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) para deteccédo e identificagdo de fungos. Deste modo, colocou-se
sobre uma lamina esterilizada, colocada em uma placa de petri estéril, dois cubos do meio
de ASD. O fungo foi semeado sobre estes cubos, a partir de repique recente, e foram
recobertos com laminula esterilizada. Adicionou-se agua destilada estéril a um chumaco
de algodao posicionado dentro da placa, para evitar a dessecacdo do meio, durante o
crescimento do fungo. A placa foi tampada e deixada em temperatura ambiente por 3 dias,
e retirou-se a primeira laminula para visualizagdo em microscopia, e ap0s 6 dias retirou-
se a segunda laminula para comparacdo das estruturas flngicas, baseando-se em atlas
micoldgico, disponivel no laboratério de Microbiologia do CBA (Centro de



Biotecnologia da Amaz6nia), onde foi realizada esta analise. A identificacdo foi realizada
verificando-se as estruturas microscopicas, tais como tipos de hifa, disposi¢éo e formacao
de esporos.

1.5 SOLUCOES DE METAIS

As solucbes de metais foram preparadas de acordo com as metodologias a seguir,
baseadas no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23rd
edition. Apds preparo das soluc@es, utilizou-se método de filtragdo por membrana para
esterilizacéo.

1.5.1 MERCURIO

A solucdo de mercurio foi preparada dissolvendo-se 0,667 g de cloreto de mercurio
(HgCl12) em 350 mL de &gua destilada, misturando a solu¢do em um béquer com auxilio
de um bastdo. Adicionou-se 5 mL de acido nitrico (HNO3) concentrado, e entdo diluiu-
se para 500 mL de &gua destilada, em baldo volumétrico.

152 CHUMBO

Para chumbo, dissolveu-se 0,799 g de nitrato de chumbo em uma quantia minima de
1:1 de &cido nitrico (HNO3) em um béquer. Para agilizar a dissolucdo, utilizou-se chapa
agitadora. Apos completa dissolucdo, adicionou-se 50 mL de &cido nitrico concentrado e
diluiu-se para 500 mL de agua destilada, em baldo volumétrico.

1.5.3 CADMIO

Com auxilio de uma lima, fragmentou-se o cadmio sélido até obter 0,500 g. Dissolveu-
se esta massa em 20 mL de &cido nitrico concentrado, em um béquer. Apos completa
dissolucdo, adicionou-se 40 mL de &cido nitrico e diluiu-se a solucdo para 500 mL de
agua destilada, transferindo-a para baldo volumétrico.

1.5.4 ZINCO

Para preparo de acido cloridrico (HCI) 1+1, adicionou-se 50 mL de agua destilada a 50
mL de HCI em um béquer. Em seguida, dissolveu-se 0,500 g de zinco metalico em 100
mL da solucdo 1+1 de &cido Cloridrico (HCI). Apds dissolucdo, diluiu-se a mistura para
500 mL de agua destilada, em balao volumeétrico.

1.6 PREPARO DO MEIO DE CULTURA CONTENDO SOLUCOES DE METAIS

Para o preparo do meio de cultura contendo solucédo de metal a 50 ppm, preparou-se
meio ASD. Pesou-se 12,35 g de meio para cada 190 mL de agua destilada, adicionando
0,80 g de agar. A mistura preparada em béquer de 500 mL foi homogeneizada por amento
de temperatura, esquentando-a em micro-ondas. Apds homogeneizacdo, transferiu-se
para frasco reagente de vidro boro para esterilizagcdo em autoclave, por 15 min, a 120 °C.
Apos retirada do meio da autoclave, adicionou-se 10 mL de solucéo de metal ao frasco,
com auxilio de proveta esterilizada em autoclave. As solugdes de metal foram
esterilizadas pelo mesmo método de filtragdo de membrana explicado anteriormente.
Apos resfriamento parcial, verteu-se em placas de petri o meio contendo solugéo de metal,
mantidos em capela de fluxo laminar até gelatinizacdo, para entdo serem mantidos em
geladeira até sua utilizacdo.



1.7 EFEITO DA TOXICIDADE NO CRESCIMENTO MICELIAL

Retirou-se um disco de micélio com auxilio de bisturi, de uma placa previamente
inoculada com crescimento micelial abundante. Posicionou-se tal disco em uma placa
contendo meio de cultura ASD e solucdo de metal. Tal procedimento foi realizado em
triplicata para cada fungo vs. metal, sendo 10 placas por metal e 12 por fungo, além das
placas de controle. Foi utilizada uma placa de controle para cada fungo, consistindo em
meio de cultura sem solucdo de metal.

Depois de inoculadas com os discos de micélio, as placas foram incubadas a 32 °C,
com fotoperiodo de 12 horas. A avaliagdo do crescimento micelial foi feita pela medigéo
com auxilio de um paquimetro, a cada 24 horas, registrando-se o didmetro em milimetros
das col6nias, em posicao ortogonal, durante sete dias, a partir do momento em que foram
colocados os discos de micélio contendo o isolado. Os dados foram utilizados no célculo
do indice de velocidade de crescimento micelial, conforme a equagdo 1 (Polltronieri,
2013):

% (D — Da)
N

IVCM =

Sendo:

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial;
D = diametro médio atual da colonia;

Da = diametro médio da col6nia do dia anterior;

N = nimero de dias ap0s a inoculacédo

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 4 coletas realizadas, foram obtidas 20 placas com fungos isoladas, no entanto
escolheu-se apenas 3 para prosseguir com o experimento, devido a sua incidéncia e rapido
crescimento micelial. Tais fungos foram identificados macroscopicamente e por meio de
microcultivo, sendo estes Rhizopus stolonifer, Mucor racemosus e Thamnidiums elegans.

Dentre estes 3 isolados, o que se apresentou mais abundante foi Rhizopus stolonifer,
sendo encontrado nos dois periodos de coleta, nos dois pontos e nas primeiras trés
realizadas. Mucor racemosus e Thamnidiums elegans também foram encontrados nos
dois pontos de coletas, no entanto foram isolados apenas no primeiro periodo de coleta,
na epoca da cheia.

O Rhizopus stolonifer ¢ amplamente conhecido como “fungo da podriddo do pao”.
Apresenta relevo crateriforme, textura farinacea, de cor branca até tons de verde escuro
com verso pardo, micélio abundante e borda radial (Figural).



Figura 1 — Crescimento de Rhizopus stolonifer na presenca de mercdrio, zinco, e a placa
de controle, respectivamente.

Fawzy (2017) testou R. stolonifer para remediar chumbo, cadmio e zinco nas
concentracdes de 1-100 ppm, e dentre todos os fungos testados, este foi o que apresentou
maior capacidade de biossorcdo. No presente experimento, nenhum dos fungos testados
apresentou capacidade de adsorcdo do chumbo e cadmio. No entanto, deve-se levar em
consideracdo que o experimento de Fawzy foi realizado na temperatura de 25 °C,
enguanto o presente experimento foi realizado em temperatura de 32 °C, pois esta é a
temperatura média da regido em que os fungos foram isolados.
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Figura 2 — Crescimento micelial (mm/dias) frente a presenca de 50 ppm de mercurio.
F1: Rhizopus stolonifer ; F2: Mucor racemosus ; F3: Thamnidiums elegans.

De acordo com Coelho (2015), desde 1980 ha relatos de Rhizopus stolonifer ter
capacidade de biorremediacdo. Dentre os quatro metais testados, demonstrou grande
capacidade de adsorgdo de mercurio, com IVCM de 12,14 mm/dia (Figura 2).

Adsorcdo é o processo pelo qual moléculas sdo retidas na superficie através de
interacbes de natureza quimica. Diversas biomoléculas na parede celular dos fungos
apresentam-se como ligantes de metais, e devido a sua presenca, a adsor¢do € induzida
(Farias, 2014).



Em relacdo ao zinco, os fungos apresentaram baixa capacidade, de acordo com o seu
indice de velocidade de crescimento micelial, sendo o maior indice do Rhizopus
stolonifer, com 2,85 mm/dia (Figura 3). O controle de T. elegans teve a mesma média de
crescimento de R. stolonifer. M. racemosus e T. elegans ndo cresceram na presenca de
zinco, por isso ndo apresentam curvas de crescimento na Figura 3.
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Figura 3 — Crescimento micelial (cm/dias) frente a presenca de 50 ppm de zinco. F1:
Rhizopus stolonifer ; F2: Mucor racemosus ; F3: Thamnidiums elegans.

Mucor racemosus apresenta relevo apiculado, textura penugenta, cor amarelo pardo,
micélio abundante e borda radial (Figura 4). Kappor (1995) afirma que M. racemosus €é
capaz de captar altas concentracdes de cadmio em solugdes aquosas. No entanto, Fontes
(2015) caracteriza o cadmio como fator de inibicdo fungica, pois testou 340 isolados e
nenhum conseguiu esporular. Em relagdo aos outros metais, apresentou grande
capacidade de remediar mércurio, com IVCM de 12,14 mm/dia (Figura 2).

Figura 4 — Crescimento de Mucor racemosus na presenca de mercurio, zinco, e a placa
de controle, respectivamente.

Thamnidiums elegans apresenta relevo apiculado, textura farinacea, cor amarelo
pardo, micélio abundante e borda radial (Figura 5). Ao final dos 7 dias de experimento,
apresentou crescimento micelial abundante, porém dentre os trés fungos testados foi o
que apresentou menor crescimento até o sexto dia (Figura 2). Akar (2013) relata que T.



elegans apresenta alta performance de biossor¢éo, no entanto na presenca de chumbo e
cadmio, sua performance diminui, mas ainda ocorre. No presente experimento, ndo houve
crescimento na presenca destes dois metais.

Figura 5 — Crescimento de Thamnidiums elegans na presenca de mercurio, zinco, e a
placa de controle, respectivamente.

Dentre os metais utilizados, o mercurio é o que apresenta o nivel mais elevado de
toxicidade (Sinha, 2013), e foi 0 Unico que possibilitou um crescimento abundante dentre
os fungos inoculados na sua presenca. No trabalho de Fontes (2015), o teste com o
mercurio resultou em um crescimento menor dos isolados desde o primeiro dia de testes.
E importante ressaltar que o Cadmio, Mercdrio e o Chumbo sdo metais sem funcio
metabdlica conhecida, e podem causar doencas e tem capacidade de se acumular nos
organismos vivos (Melquiades, 2014). Deve-se levar este fato em consideragéo se for
estudado o tipo de mecanismo de retirada do metal do meio pelos fungos testados.

3. CONCLUSAO

Faz-se necessario estudar a biodiversidade da regido para prospectar novos
microorganismos com aplicacfes biotecnoldgicas. A populacdo microbiana que habita
locais poluidos pode ter a capacidade para resistir a concentragfes muito mais altas, visto
que estes microorganismos apresentam capacidade de sobrevivéncia e mecanismo de
resisténcia, e talvez retencéo deste metal. Basta saber se séo eficientes para retencéo deste
metal através da superficie da parede celular ou outro mecanismo.
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