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RESUMO 

 

FONTES, L. C. Isolamento e seleção de fungos com potencial para biorremediação a partir 

de ambientes aquáticos com histórico de contaminação por metais pesados. 2015. 91f. Tese 

(Doutorado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2015. 

 

A pesquisa em biorremediação está em crescente desenvolvimento. Muitos processos estão 

sendo desenvolvidos a fim de recuperar áreas contaminadas por metais pesados, entretanto 

microrganismos possuem maneiras mais ecologicamente indicadas para remoção, imobilização 

ou transformação de poluente.  A existência de uma área contaminada por metais pesados pode 

gerar problemas sérios, como danos a saúde e comprometimento da qualidade dos recursos 

hídricos. No Brasil, a poluição do ambiente aquático tem resultado em grande poluição dos rios, 

lagos, represas, e dentre os elementos poluentes temos os metais pesados, que são elementos 

extremamente recalcitrantes. Segundo relatórios preparados pela CETESB, a ocorrência deste 

tipo de contaminação apresenta uma frequência alta no ambiente aquático. Assim, estudos que 

caracterizam fungos com capacidade de degradação destes poluentes, se fazem necessários. 

Assim sendo, o objetivo geral desse trabalho foi isolar e caracterizar espécies fúngicas em  

ambientes aquáticos contaminados por metais pesados e realizar a inserção de genes exógenos ao 

DNA de fungo, a fim de obter  maior capacidade de absorção de metais pesados em sua 

superfície celular. Um total de 340 isolados fúngicos resistentes a quatro diferentes metais 

pesados (Chumbo, Cádmio, Cromo e Mercúrio) foram selecionados através de prévio screening. 

A identificação dos isolados foi dada através de metodologia clássica como exame direto e 

microcultivo, além de seqüenciamento do gene ITS. Entre o fungos filamentosos isolados 

(n=262), o gênero Penicillium foi o mais numeroso (n=51) seguido de Trichoderma (n=27), 

Aspergillus (n=20),Fusarium (n=14) e Cladosporium (n=8). Alguns fungos filamentosos 

(n=108) não foram possíveis serem identificados por metodologias clássicas como exame direto 

e microcultivo sendo denominados FNE (fungo não esporulado). Dentre os isolados, 78 isolados 

foram identificados como leveduras. Dentre os fungos leveduriformes identificados mais 

frequentemente, encontra-se o gênero Rhodotorula (n=12), seguidos de Candida (n=3), e 

Cryptococcus (n=3). Os isolados foram testados quanto a sua velocidade de crescimento radial 

(VCR) em meios suplementados com altas concentrações de metais pesados. As cepas que 

obtiverammaior velocidade de crescimento radial frente a cada um dos metais pesados foram 

uma cepa de Trichodermasp. apresentando um VCR de 0,9cm/dia (Pb), VCR de 0,7cm/dia (Cd), 

VCR de 0,8cm/dia e VCR de 0,9cm/dia(Hg). Curvularia afinis apresentou uma VCR de 

0,3cm/dia; Uma cepa do gênero Penicillium apresentou alta VCR na maior concentração testada 

que foi de 0,26cm/dia na concentração de 0,5g/L de Cádmio; Um fungo do gênero Aspergillus 

apresentou VCR de 0,42cm/dia e o fungo Microsphaeropsis arundinis apresentou VCR de 0,24 

cm/dia. A cepa que apresentou melhor capacidade de retenção de metal pesado (Trichoderma 



harzianum foi observada em microscópio eletrônico de transmissão e observado a capacidade 

desta de reter metais pesados tanto na superfície celular como no seu interior. Uma cepa de 

Saccharomyces cerevisiae foi transformada com o gene sintético EC20 que codifica uma 

fitoquelatina sintética para aumento da capacidade de retenção de metais pesados mostrando por 

Microscopia Eletrônica de Transmissão a capacidade aumentada da cepa transformada. 

 

Palavras-chave:Biorremediação.  Metais pesados. Fungos. Melhoramento Genético. 

Fitoquelatina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

FONTES, L. C. Isolation and selection of fungi with potential for bioremediation of 

contaminated environmental by heavy metals. 2015. 91p. Ph. D. thesis (Microbiology) – 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

The research on bioremediation is in constant development. Many processes are being developed 

in order to recover areas contaminated by heavy metals, microorganisms have however indicated 

more environmentally ways for removal, immobilization or transformation of pollutant. The 

existence of an area contaminated by heavy metals can cause serious problems, such as health 

damage and impaired quality of water resources. In Brazil, the pollution of the aquatic 

environment has resulted in serious pollution of rivers, lakes, dams, and from the polluting 

elements have heavy metals, which are extremely recalcitrant elements. According to reports 

prepared by CETESB, the occurrence of this type of contamination has a high frequency in the 

aquatic environment. Thus, studies that characterize fungi with degradation capacity of these 

pollutants, are needed. Thus, the aim of this study was to isolate and characterize fungal species 

in aquatic environments contaminated by heavy metals and make insertion of exogenous genes 

to fungal DNA, to obtain a greater capacity of absorbing heavy metals into their cell surface. A 

total of 340 fungal isolates resistant to four different heavy metals (Lead, Cadmium, Chromium 

and Mercury) were selected through prior screening. The identification of the isolates was given 

by classical methods such as direct examination and microcultivation, and sequencing of ITS 

gene.Among the filamentous fungal isolates (n = 262), Penicillium was the most numerous (n = 

51) followed by Trichoderma (n = 27), Aspergillus (n = 20), Fusarium (n = 14), Cladosporium (n 

= 8). Some filamentous fungi (n = 108) were not possible be identified by classical methods such 

as direct examination and microcultivation being called FNE (not sporulated fungus). Among the 

isolates, 78 isolates were identified as yeasts. Among the most commonly identified fungal yeast, 

is the genus Rhodotorula (n = 12), followed by Candida (n = 3), and Cryptococcus (n = 3). The 

isolates were tested for their radial growth rate (VCR) in medium supplemented with high 

concentrations of heavy metals. Strains that obtiverammaior radial growth rate against each of 

the heavy metals were a strain of Trichodermasp. having a VCR 0,9cm / day (Pb), VCR 0.7cm / 

day (Cd), VCR 0.8cm / day and VCR 0,9cm / day (Hg). Curvularia afinis presented a VCR 0.3 

cm / day; A strain of Penicillium showed high VCR in the highest concentration which was 

0,26cm / day at a concentration of 0.5 g / L of cadmium; A fungus of the genus Aspergillus 

presented VCR 0,42cm / day and the fungus had VCR arundinis Microsphaeropsis 0.24 cm / day. 

The strain showed the best heavy metal retention capacity (Trichoderma harzianum was 

observed in a transmission electron microscope and observing the ability of this to retain heavy 

metals in both the cell surface and in its interior. A strain of Saccharomyces cerevisiae was 

transformed with the synthetic gene EC20 encoding a synthetic phytochelatin to increase heavy 

metals retention. 



 

Keywords:Bioremediation. Heavy metals. Fungi. Genetical Enhancement. Phytochelatin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 INTRODUÇÃO 

 

A preservação e recuperação do meio ambiente é hoje uma grande preocupação. O 

desenvolvimento industrial, que é o maior causador dos problemas relacionados à poluição e 

contaminação ambiental, ocorreu de forma muito acelerada a partir da revolução industrial. A 

partir daí, a emissão de tais fontes contaminantes no ambiente provenientes de atividades 

industriais aumentou de forma descontrolada. Em se tratando do Estado de São Paulo, a falta de 

planejamento prévio estratégico seguido pelo crescimento acelerado, resultando na instalação de 

indústrias em áreas que passaram a ser altamente urbanizada. Ao mesmo tempo, uma política de 

gerenciamento ambiental, principalmente, nas décadas de 60 a 90 era muito falha, originando 

áreas super contaminadas por diversas substâncias tóxicas, geralmente, colocando em risco a 

saúde da comunidade próxima a estes locais (COLLA, 2008). 

No Brasil, os rios que cortam as grandes cidades são muitas vezes afetados por atividades 

antropogênicas. Em São Paulo, o rio Tietê é um exemplo disto. Além disso, represas (como a 

Billings) localizadas na região metropolitana vêm apresentando ao longo dos anos problemas 

graves de poluição. O rio Tietê conta com aproximadamente 1.100 km de extensão, sendo 

considerado o rio mais importante de todo Estado de São Paulo devido ao seu grande potencial 

hidroelétrico que é bem explorado em quase toda a sua extensão. Com o aumento da população e 

das indústrias na cidade de São Paulo, o rio Tietê se tornou um dos rios mais poluídos do mundo, 

sendo frequentemente alvo de esgotos tanto domésticos quanto industriais, deteriorando cada vez 

mais a qualidade de suas águas e sedimentos (MORTATTI et al., 2002). Os metais pesados estão 

presentes entre os principais poluentes originários dessas atividades causadas pelo homem 

(SILVA, 2009). 

Em países onde a água não é um recurso tão abundante como no Brasil, muitas vezes o 

efluente de esgoto pode contribuir com parcela substancial do fluxo dos rios. Assim sendo, a 

remoção destes compostos altamente tóxicos tais como os metais pesados presentes nas nas 

estações de tratamento de esgotos em águas residuárias é de suma importância uma vez que 

impede que as concentrações de tais compostos tóxicos presentes no efluente extrapolem as 

concentrações permitidas pelos padrões de emissão causando impactos negativos nos corpos 

receptores (MORTATTI et al., 2002).  



As grandes quantidades de espumas de rios poluídos também contribuem 

significativamente com a poluição, uma vez que estas são ricas em material particulado e metais 

pesados como cobre, chumbo, níquel e cádmio, por exemplo (BARKAY, 2003). Estas 

concentrações de metais pesados nas espumas do rio Tietê superam os valores em 20 a 188 vezes 

aos observados na água (FRANKLIN, 2010). Esses metais pesados podem ser provenientes de 

efluentes industriais não tratados previamente antes de serem descartados nas águas do rio e 

apesar de seus efeitos serem menos visíveis, seus impactos são muito mais difíceis de serem 

remediados, pois é pouco conhecida a resposta dos ecossistemas naturais à exposição crônica a 

esse grupo de contaminantes que não são degradáveis, acumulando-se progressivamente nos 

ecossistemas naturais e afetando seu funcionamento durante décadas ou até mesmo séculos 

(FRANKLIN, 2010).  

No caso da represa Billings (reservatório do Rio Grande), que durante muitos anos 

recebeu água proveniente de um desvio do rio Tietê, tem um histórico de contaminação por 

mercúrio, inviabilizando completamente o uso de suas águas para atividades como consumo, 

irrigação, cultivo e recreação (FRANKLIN, 2010).  

Os metais pesados são elementos altamente reativos e bioacumuláveis nos organismos 

vivos ao longo de toda cadeia trófica. Assim sendo, dentre os vários poluentes existentes, os 

metais pesados têmrecebido atenção especial, uma vez que alguns deles são extremamente 

tóxicos para uma grande variedade de organismos, mesmo em concentrações muito baixas 

(GAAD, 2009; VALDMAN; LEITE, 2000). Por isso tem sido grande o interesse nos metais 

pesados com relação à sua composição química, efeitos biológicos, destino no ambiente e seu 

controle. Os metais pesados presente nas águas residuárias são originados a partir de atividades 

industriais, comerciais e domésticas, o que faz com que seja inevitável a sua presença no 

ambiente aquático (ZABEL, 1993). Contudo, a prevenção da poluição, a limpeza e/ou 

remediação de áreas contaminadas tornou-se, nos últimos anos, uma das prioridades ambiental.  

As indústrias estão sendo impelidas a introduzirem novas técnicas ou tecnologias de 

purificação e reciclagem, com propósito de reduzir consideravelmente a contaminação no 

ecossistema. Dentre as inúmeras tecnologias para remediação de águas e solos contaminados, 

destaca-se a biorremediação como opção para promover a detoxificação do local ou a remoção 

dos elementos contaminados. 

 



7 CONCLUSÕES 

 

 Todos os fungos isolados e testados foram resistentes a pelo menos um metal pesado 

testado; 

 Fungos do gênero Penicillium foram osmais frequentemente isolados; 

 Fungos do gênero Trichoderma apresentam alta resistência a todos os metais pesados 

testados 

 Comprovada a construção do gene da fitoquelatina sintética 

 Sequenciamento do gene ITS possibilitou a identificação de uma grande diversidade de 

fungos isolados no ambiente aquático; 

 Fungos do gênero Trichoderma apresentaram maior VCR frente aos íons Chumbo, 

Cádmio, Cromo e Mercúrio; 

 Fungo Curvularia afinis apresentou elevado VCR frente ao íon Chumbo; 

 Fungo do gêneroPenicillium apresentou elevado VCR frente ao íon Cádmio; 

 Fungo do gênero Aspergillus apresentou elevado VCR frente ao íon Cromo 

 A espécie Microsphaeropsisarundinis apresentou elevado VCR frente ao íon Mercúrio; 

 Todos os isolados do gênero Trichoderma demonstraram maior velocidade de 

crescimento radial frente a todos os metais pesados testados, no entanto isso não defini 

que fungos deste gênero sejam os mais eficientes na adsorção destes metais. 

 Os vetores contendo o gene EC20 foram tranformados com sucesso em cepa de 

Saccharomyces cerevisiae; 

 A cepa de Trichoderma harzianumdemontrou a capacidade de retenção de metais 

pesados tanto na parede celular quanto em seu interior. 

 O sistema de transformação mediado por A. tumefasciens se mostrou como ferramenta 

eficiente para a transformação fúngica. 

 O fungo S. cerevisiae expressando EC20sp na membrana externa mostrou ter superior 

capacidade de ligar Cd+2, Hg+2, Pb+2 e Cr+2 em relação à levedura não recombinante 

 Comprovada a localização do metal pesado na célula fúngica 

 O fungo EC20sp não apresentou alterações quanto à capacidade de crescimento 

 Avaliação da distribuição dos metais pesados na célula fúngica por Microscopia 

Eletrônica de Varredura e de Transmissão antes e depois da transformação genética 

fúngica; 

 Melhoramento de linhagens fúngicas capazes de reter metais pesados na superfície 

celular. 

 Fungo expressando EC20sp pode ser empregada em processos de biorremediação de 

efluentes contendo metais pesados.  
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