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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 tóxicos não são biodegradáveis e apresentam tendência à 

bioacumulação, apresentando um risco à longo prazo. No entanto, alguns tipos de 

microorganismos apresentam capacidade de biossorção, 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 há diversos sítios de ligação 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 possível utilização de 

tais fungos para biossorção destes metais. Para isto, foram isolados fungos filamentosos 

do igarapé do Quarenta, localizado na cidade de Manaus-AM, e utilizou-se método de 

filtração por membrana para isolamento. Os isolados foram identificados 

macroscopicamente e microscopicamente por meio de microcultivo. Testou-se a 

toxicidade dos metais Zinco, Mercúrio, Cádmio e Chumbo no crescimento micelial dos 

isolados, em meios na concentração de 50 ppm, realizados em triplicata para cada metal. 

Os três isolados apresentaram grande capacidade de biossorção de mercúrio, relativa 

capacidade em relação ao zinco, mas não apresentaram crescimento na presença de 

Cádmio e Chumbo. 
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INTRODUÇÃO 

     O aumento da atividade industrial desde a Revolução Industrial, além de ter impacto 

positivo na sociedade, gerando empregos e grande avanço tecnológico, também causou 

impactos negativos, inicialmente não previstos e mensurados. Além da falta de tratamento 

por parte da indústria, o crescimento populacional exacerbado também contribui para a 

contaminação ambiental (Santos, 2013). Isto porque juntamente com o aumento da 



densidade populacional em grandes aglomerados, o consumismo dos produtos gerados 

pelas grandes indústrias também aumenta, mas não há conscientização por parte da 

população de que esses produtos necessitam de um descarte adequado (Vieira, 2012). 

     Esses dois fatores são os grandes contribuintes para a contaminação dos ecossistemas, 

que seriam o lançamento dos resíduos em rios, e o descarte inadequado de produtos que 

carregam espécies químicas de caráter tóxico, sendo metais pesados. Os metais pesados 

são os agentes tóxicos mais conhecidos, sendo que dos 80 metais conhecidos, 30 são 

tóxicos para o homem (Rocha, 2008). Muitos metais são essenciais para a vida, porém 

dependendo da dose podem ter efeitos negativos (Avila-Campos, 2003). 

     Devido à essa deposição inadequada de diversos componentes dos resíduos sólidos, 

alguns metais pesados contaminam os igarapés presentes na cidade. Uma vez que estão 

presentes no ecossistema aquático, 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 biossorção, que seria a possibilidade de reter 

metais pesados de ambientes aquosos (Naja, 2006; Silva, 2014). Tal capacidade é 

interessante para utilização destes microorganismos para tratamento dos efluentes 

contaminados, pois apresenta baixo custo, baixo gasto de energia e não necessita produtos 

químicos (Bueno, 2009). 

     Dentre os vários microorganismos que apresentam a capacidade de biossorção ou 

biotransformação, já são conhecidos alguns fungos filamentosos que removem metais 

pesados de ambientes aquosos (Fulekar, 2010; Fontes, 2015). A biossorção envolve 

diversos mecanismos como quelação, adsorção, ancoramento de metais em proteínas ou 

de outras moléculas estruturais, complexação, cristalização, entre outros, o que permite 

uma gama de possibilidades para a remoção dos metais pesados de áreas contaminadas 

(Calfa, 2007; Lemos, 2008). 

     Existem vários termos além de “metais pesados”, como “metais tóxicos”, “metais 

traço”, “elementos traço”. De acordo com Hillert (1997), o termo “metal pesado” surgiu 

como uma conveniência para os legisladores ao referir-se à metais com potencial tóxico. 

Diferente do que se pensa comumente, nem todos os metais causam danos à saúde, pois 

existem determinadas porções que são essenciais para os sistemas biológicos. O termo 

“micronutriente” é utilizado para designar esses metais em pequenas doses, como por 

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

     Metais pesados são elementos químicos que apresentam densidade maior que 5g/cm3 

(Niriagu, 1992; Egreja, 1993). Marques et al. (2002) define que, além da densidade maior 

que 5 g/cm3, os que possuem número atômico maior que vinte também podem ser 

considerados metais pesados.  

    O fato de os metais não serem biodegradáveis e apresentarem tendência à 

bioacumulação faz com que representem um risco à longo prazo, permanecendo por 

muito tempo em diversos níveis trófico (Hec da Silva, 2011). Em humanos, o acúmulo 

desses metais causa problemas nos sistemas gastrointestinal, neurológico e imunológico 

e em diversos órgãos. De acordo com Rocha, 2008, o cádmio, o chumbo e o mercúrio são 

três dos principais que podem afetar o homem, conduzindo a inúmeras patologias. 



          O cádmio é definido como metal pesado, e raro, não ocorre na natureza na forma 

pura. É um metal não-essencial e com meia-vida biológica longa que é perigosa para a 

maioria dos organismos vivos (Shanmugaraj, 2019). De acordo com a Agência de 

Proteção Ambiental dos EUA, o Cádmio ocupa o quarto lugar dos metais pesados mais 

perigosos, por se transferir facilmente para a cadeia alimentar causando contaminação 

dos animais e seres humanos (Firme, 2014). 

     O chumbo é um constituinte essencial de muitos minerais, principalmente os que 

contêm zinco. O chumbo está presente no ar, no tabaco, nas bebidas e nos alimentos, por 

contaminação e na embalagem. Também pode ser encontrado na água devido aos 

efluentes industriais, proveniente das indústrias de baterias, tintas, tubulações e materiais 

de construção (Furtado, 2007). Os maiores danos causados pelo chumbo são renais e 

neurológicos, e por isso é apontado como um grande retardador de desenvolvimento 

cerebral infantil (Bueno, 2009). 

     Dentre os metais contaminantes, o mercúrio é o que apresenta maior potencial de 

toxicidade, por apresentar forma química estável na atmosfera como sua forma volátil, o 

vapor de mercúrio pode ser transportado afetando áreas naturais remotas. Está 

essencialmente presente em alimentos provenientes de lagos, rios e mares, pois acaba 

sendo descartado por indústrias do papel, polpa de madeira, materiais elétricos, fábricas 

de tintas, pesticidas agrícolas, instituições hospitalares e científicas (Rocha, 2008). Dentre 

os efeitos no homem, estão osteoporose, lesões cerebrais e renais, alterações psicológicas 

e psicomotoras (Fontes, 2015). 

     O zinco é essencial para os organismos, pois é um componente estrutural de muitas 

proteínas. No entanto, pode provocar a coagulação do muco sobreposto às brânquias dos 

peixes, causando asfixia. Esta é umas das causas mais frequentes de intoxicação de peixes 

em rios de zonas agrícolas. (Marcantonio, 2005). A toxicidade do zinco depende de 

condições físicas e químicas do meio e do organismo. 

   A biossorção consiste na absorção de metais tóxicos por microorganismos (biomassa) 

vivos ou mortos (Colla, 2012). Pode ocorrer de duas maneiras, uma independente de 

energia e atividade metabólica que chamamos de adsorção ou captação passiva, e outra, 

dependente de energia e do metabolismo, a absorção (Pallu, 2006). Dentre os mecanismos 

envolvidos em biossorção, destacam-se a troca iônica, adsorção, complexação, 

precipitação e cristalização (Souza, 2008). A biossorção depende de parâmetros como 

pH, tipo de metal, concentração do íon, concentração de biomassa, volume, temperatura 

e estado fisiológico da cultura (Del Rio, 2004). De maneira geral, a parede celular de 

fungos filamentosos é considerada o local no qual há diversos sítios de ligação de metais, 

pois é composta por polissacarídeos, como β-glucano, α-glucano, quitina e glicoproteínas, 

lipídeos, melaninas, polímeros de D-galactosamina e poliuronídeos (Souza, 2008). 

     O presente trabalho teve como objetivo a identificação de fungos filamentosos 

presentes em águas com histórico de contaminação por metais pesados, que tenham 

capacidade de realizar biossorção destes tóxicos, por meio de teste de efeito de toxicidade 

dos metais sobre o crescimento micelial dos fungos. 

1. MATERIAIS E MÉTODOS 

 



1.1 AMOSTRAGEM 

          Os fungos foram isolados do igarapé do Quarenta, localizado na região Sul da 

cidade de Manaus – AM, que percorre vários bairros da cidade. Foram realizadas quatro 

coletas, duas no período da cheia e duas no período da seca. As coletas foram feitas em 

duas localidades diferentes, sendo o primeiro ponto no bairro Japiim, e o segundo ponto 

no bairro da Betânia. 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 água estéril aberto 

durante o tempo de recolhe das amostras, para controle de possível contaminação durante 

a coleta (Faia, 2011). Após coleta, os fracos foram mantidos em temperatura ambiente 

armazenados em isopor, e transportados para o laboratório de Bioprocessos, da faculdade 

FUCAPI. 

1.2 MÉTODO DE FILTRAÇÃO POR MEMBRANA 

          Montou-se um sistema de filtração em polisulfona, e posicionou-se a membrana no 

suporte de filtro com auxílio de uma pinça estéril. A água da coleta (120 mL por 

membrana) foi adicionada ao sistema, sendo filtrada em seguida. Utilizou-se uma bomba 

de vácuo 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 filtrações. Foram utilizadas membranas estéreis com porosidade de 0,45 

μm (Vale, 2007; Faia, 2011). 

1.3 ISOLAMENTO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS 

     O filtro contendo os fungos filamentos foram transferidos para placas de Petri com 

auxílio de uma pinça 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 presença de luz. Após este período, as placas foram conservadas em 

4 °C em geladeira, devidamente vedadas para retardar o crescimento fúngico. As colônias 

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 IDENTIFICAÇÃO MACROSCÓPICA E MICROSCÓPICA 

     Após 7 dias de crescimento dos fungos realizou-se a identificação macroscópica. 

Características como cor e textura dependem da perspectiva do observador, tornando-as 

subjetivas. 

     Utilizou-se técnica de microcultivo estabelecida pela ANVISA (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária) para detecção e identificação de fungos. Deste modo, colocou-se 

sobre uma lâmina 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 lamínula esterilizada. Adicionou-se água destilada estéril à um chumaço 

de algodão posicionado dentro da placa, para evitar a dessecação do meio, durante o 

crescimento do fungo. A placa foi tampada e deixada em temperatura ambiente por 3 dias, 

e retirou-se a primeira lamínula para visualização em microscopia, e após 6 dias retirou-

se a segunda lamínula para comparação das estruturas fúngicas, baseando-se em atlas 

micológico, disponível no laboratório de Microbiologia do CBA (Centro de 



Biotecnologia da Amazônia), onde foi realizada esta análise. A identificação foi realizada 

verificando-se as estruturas microscópicas, tais como tipos de hifa, disposição e formação 

de esporos. 

1.5 SOLUÇÕES DE METAIS 

     As soluções de metais foram preparadas de acordo com as metodologias a seguir, 

baseadas no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23rd 

edition. Após preparo das soluções, utilizou-se método de filtração por membrana para 

esterilização. 

1.5.1 MERCÚRIO 

     A solução de mercúrio foi preparada dissolvendo-se 0,667 g de cloreto de mercúrio 

(HgCl2) em 350 mL de água destilada, misturando a solução em um béquer com auxílio 

de um bastão. Adicionou-se 5 mL de ácido nítrico (HNO3) concentrado, e então diluiu-

se para 500 mL de água destilada, em balão volumétrico. 

1.5.2 CHUMBO 

      Para chumbo, dissolveu-se 0,799 g de nitrato de chumbo em uma quantia mínima de 

1:1 de ácido nítrico (HNO3) em um béquer. Para agilizar a dissolução, utilizou-se chapa 

agitadora. Após completa dissolução, adicionou-se 50 mL de ácido nítrico concentrado e 

diluiu-se para 500 mL de água destilada, em balão volumétrico. 

1.5.3 CÁDMIO 

     Com auxílio de uma lima, fragmentou-se o cádmio sólido até obter 0,500 g. Dissolveu-

se esta massa em 20 mL de ácido nítrico concentrado, em um béquer. Após completa 

dissolução, adicionou-se 40 mL de ácido nítrico e diluiu-se a solução para 500 mL de 

água destilada, transferindo-a para balão volumétrico.  

1.5.4 ZINCO 

    Para preparo de ácido clorídrico (HCl) 1+1, adicionou-se 50 mL de água destilada á 50 

mL de HCl em um béquer. Em seguida, dissolveu-se 0,500 g de zinco metálico em 100 

mL da solução 1+1 de ácido Clorídrico (HCl). Após dissolução, diluiu-se a mistura para 

500 mL de água destilada, em balão volumétrico. 

1.6 PREPARO DO MEIO DE CULTURA CONTENDO SOLUÇÕES DE METAIS 

      Para o preparo do meio de cultura contendo solução de metal a 50 ppm, preparou-se 

meio ASD. Pesou-se 12,35 g de meio para cada 190 mL de água destilada, adicionando 

0,80 g de ágar. A mistura preparada em béquer de 500 mL foi homogeneizada por amento 

de temperatura, esquentando-a em micro-ondas. Após homogeneização, transferiu-se 

para frasco reagente de vidro boro para esterilização em autoclave, por 15 min, a 120 °C. 

Após retirada do meio da autoclave, adicionou-se 10 mL de solução de metal ao frasco, 

com auxílio de proveta esterilizada em autoclave. As soluções de metal foram 

esterilizadas pelo mesmo método de filtração de membrana explicado anteriormente. 

Após resfriamento parcial, verteu-se em placas de petri o meio contendo solução de metal, 

mantidos em capela de fluxo laminar até gelatinização, para então serem mantidos em 

geladeira até sua utilização. 



1.7 EFEITO DA TOXICIDADE NO CRESCIMENTO MICELIAL 

    Retirou-se um disco de micélio com auxílio de bisturi, de uma placa previamente 

inoculada com crescimento micelial abundante. Posicionou-se tal disco em uma placa 

contendo meio de cultura ASD e solução 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 solução de metal. 

     Depois de inoculadas com os discos de micélio, as placas foram incubadas a 32 °C, 

com fotoperíodo de 12 horas. A avaliação do crescimento micelial foi feita pela medição 

com auxílio de um paquímetro, a cada 24 horas, registrando-se o diâmetro em milímetros 

das colônias, em posição ortogonal, durante sete dias, a partir do momento em que foram 

colocados os discos de micélio contendo o isolado. Os dados foram utilizados no cálculo 

do índice de velocidade de crescimento micelial, conforme a equação 1 (Polltronieri, 

2013): 

𝐼𝑉𝐶𝑀 =  
Σ (𝐷 − 𝐷𝑎)

𝑁
 

Sendo: 

IVCM = índice de velocidade de crescimento micelial; 

D = diâmetro médio atual da colônia; 

Da = diâmetro médio da colônia do dia anterior; 

N = número de dias após a inoculação 

2. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

     Das 4 coletas realizadas, foram obtidas 20 placas com fungos isoladas, no entanto 

escolheu-se apenas 3 para prosseguir com o experimento, devido à sua incidência e rápido 

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 períodos de coleta, nos dois pontos e nas primeiras três 

realizadas. Mucor racemosus e Thamnidiums elegans também foram encontrados nos 

dois pontos de coletas, no entanto foram isolados apenas no primeiro período de coleta, 

na época da cheia. 

     O Rhizopus stolonifer é amplamente conhecido como “fungo da podridão do pão”. 

Apresenta relevo crateriforme, textura farinácea, de cor branca até tons de verde escuro 

com verso pardo, micélio abundante e borda radial (Figura1).  



 

Figura 1 – Crescimento de Rhizopus stolonifer na presença de mercúrio, zinco, e a placa 

de controle, respectivamente. 

     Fawzy (2017) testou R. stolonifer para remediar chumbo, cádmio e zinco nas 

concentrações de 1-100 ppm, e dentre todos os fungos testados, este foi o que apresentou 

maior capacidade de biossorção. No presente experimento, nenhum dos fungos testados 

apresentou capacidade de adsorção do chumbo e cádmio. No entanto, deve-se levar em 

consideração que o experimento de Fawzy foi realizado na temperatura de 25 °C, 

enquanto o presente experimento foi realizado em temperatura de 32 °C, pois esta é a 

temperatura média da região em que os fungos foram isolados.  

 

Figura 2 – Crescimento micelial (mm/dias) frente à presença de 50 ppm de mercúrio. 

F1: Rhizopus stolonifer ; F2: Mucor racemosus ; F3: Thamnidiums elegans. 

     De acordo com Coelho (2015), desde 1980 há relatos de Rhizopus stolonifer ter 

capacidade de biorremediação. Dentre os quatro metais testados, demonstrou grande 

capacidade de adsorção de mercúrio, com IVCM de 12,14 mm/dia (Figura 2). 

     Adsorção é o processo pelo qual moléculas são retidas na superfície através de 

interações de natureza química. Diversas biomoléculas na parede celular dos fungos 

apresentam-se como ligantes de metais, e devido à sua presença, à adsorção é induzida 

(Farias, 2014). 
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     Em relação ao zinco, os fungos apresentaram baixa capacidade, de acordo com o seu 

índice de velocidade de crescimento micelial, sendo o maior índice 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 não cresceram na presença de 

zinco, por isso não apresentam curvas de crescimento na Figura 3. 

 

Figura 3 – Crescimento micelial (cm/dias) frente à presença 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 concentrações de cádmio em soluções aquosas. No entanto, Fontes 

(2015) caracteriza o cádmio como fator de inibição fúngica, pois testou 340 isolados e 

nenhum conseguiu esporular. Em relação 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 presença de mercúrio, zinco, e a placa 

de controle, respectivamente. 

     Thamnidiums elegans apresenta relevo apiculado, textura farinácea, cor amarelo 

pardo, micélio abundante e borda radial (Figura 5). Ao final dos 7 dias de experimento, 

apresentou crescimento micelial abundante, porém dentre os três fungos testados foi o 

que apresentou menor crescimento até o sexto dia (Figura 2). Akar (2013) relata que T. 
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elegans apresenta alta performance de biossorção, no entanto na presença de chumbo e 

cádmio, sua performance diminui, mas ainda ocorre. No presente experimento, não houve 

crescimento na presença destes dois metais. 

 

     Figura 5 – Crescimento de Thamnidiums elegans na presença de mercúrio, zinco, e a 

placa de controle, respectivamente. 

     Dentre os metais utilizados, o mercúrio é o que apresenta o nível mais elevado de 

toxicidade (Sinha, 2013), e foi o único que possibilitou um crescimento abundante dentre 

os fungos inoculados na sua presença. No trabalho de Fontes (2015), o teste com o 

mercúrio resultou em um crescimento menor dos isolados desde o primeiro dia de testes. 

É importante ressaltar que o Cádmio, Mercúrio e o Chumbo são metais sem função 

metabólica conhecida, e podem causar doenças e tem capacidade de se acumular nos 

organismos vivos (Melquiades, 2014). Deve-se levar este fato em consideração se for 

estudado o tipo de mecanismo de retirada do metal do meio pelos fungos testados. 

3. CONCLUSÃO 

     Faz-se necessário estudar a biodiversidade da região para prospectar novos 

microorganismos com aplicações biotecnológicas. A população microbiana que habita 

locais poluídos pode ter a capacidade para resistir a concentrações muito mais altas, visto 

que estes microorganismos apresentam capacidade de sobrevivência e mecanismo de 

resistência, e talvez retenção deste metal. Basta saber se são eficientes para retenção deste 

metal através da superfície da parede celular ou outro mecanismo. 
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