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RESUMO 

COELHO, E. A. A. Isolamento de fungos com potencial para biorremediação na mina de urânio 

Osamu Utsumi. 2019. 90p. Tese (Doutorado em: Microbiologia) – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

A mina Osamu Utsumi das indústrias nucleares do Brasil (INB), localizada no município de 

Caldas/MG, foi a primeira mina de extração de urânio no Brasil e teve suas atividades 

encerradas em 1995. Desde então apresenta problemas de reabilitação das áreas contaminadas 

devido aos elevados níveis de contaminação de urânio. Neste sentido, a biorremediação surgiu 

como tecnologia alternativa para a remediação de locais contaminados com metais pesados. 

Assim, a presente investigação teve como objetivo geral isolar e caracterizar espécies fúngicas 

resistentes ao urânio de solo, água e sedimento da mina de urânio Osamu Utsumi e avaliar a 

capacidade de remoção de urânio por esses microrganismos. O pH das amostras de água foi 

entre 3,16 e 3,48. A concentração de urânio nas amostras foi de 58 a 268 mg/kg (solo), 1,05 a 

4,46 mg/L (água) e 283 a 488 mg/kg (sedimento). A média de atividade de água (Aa) das 

amostras de solo foi de 0,97. Das amostras analisadas, foram isolados e idenficados 57 fungos, 

sendo o gênero Penicillium o mais prevalente. Nos testes de tolerância, 38 % (22) dos isolados 

fúngicos foram considerados tolerantes ao urânio, com destaque para 5 isolados de Penicillium 

piscarium. O índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) revelou crescimento de 48 

fungos em elevadas concentrações de urânio (2000mg/L). A Análise da concentração inibitória 

mínima (CIM) demonstrou o crescimento de 25 fungos em concentrações de 8000 mg/L. Os 

testes de biossorção, com biomassa viva dos fungos, demonstraram que 11 espécies fúngicas 

foram consideradas com alto potencial para biorremediação do metal. Ao compararmos os 

testes de resistência/tolerância com capacidade de biossorção do metal, concluímos que os 

fungos isolados da mina Osamu Utsumi com alto potencial para biorremediação de urânio 

foram Gongronella butleri, Penicillium piscarium, Penicillium citrinum, Penicillium ludwigii, 

Talaromyces amestolkiae. 

 

 

Palavras-chave: Mina de urânio. Fungos. Biorremediação. Osamu Utsumi.  

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

COELHO, E. A. A. Isolation of fungi with potential for bioremediation from Osamu Utsumi 

uranium mine. 2019. 90p. Ph. D. Thesis (Department of Microbiology) – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

The Osamu Utsumi mine from Industrias Nucleares do Brasil (INB), located in the city of 

Caldas/MG, was the first uranium extraction mine in Brazil and closed its activities in 1995. 

Since then, it has problems in rehabilitating contaminated areas due to high levels of uranium 

contamination. In this regard, bioremediation emerged as an alternative technology for the 

remediation of sites contaminated with heavy metals. The aim of the present investigation was 

to isolated and characterized fungal species resistant to uranium from soil, water and sediment 

from Osamu Utsumi uranium mine and evaluated the uranium removal capacity from these 

microorganisms. The pH of the water samples was between 3.16 and 3.48. The uranium 

concentration from the samples was 58 to 268 mg/kg (soil), 1.05 to 4.46 mg/L (water) and 283 

to 488 mg/kg (sediment). The mean water activity (Wa) of the soil samples was 0.98. From the 

samples, 57 fungi were isolated, with Penicillium being the most frequent species. In the 

tolerance tests, 38% (22) of the fungal isolates were considered tolerant to uranium, with 

emphasis on 5 Penicillium piscarium isolates. The mycelial growth rate revealed growth of 48 

fungi at high concentrations of uranium tested (2000mg/L). Minimal inhibitory concentration 

(MIC) analysis showed growth of 25 fungi at concentrations of 8000 mg/L. Biosorption tests 

with live fungal biomass showed that 11 species were considered as having high potential for 

bioremediation of the uranium. When comparing the resistance/tolerance tests with uranium 

biosorption capacity, we concluded that the fungi isolated from the Osamu Utsumi mine with 

the best potential for uranium bioremediation were Gongronella butleri, Penicillium piscarium, 

Penicillium citrinum, Penicillium ludwigii, Talaromyces amestolkiae. 

 

 

Keywords: Uranium mine. Fungi. Bioremediation. Osamu Utsumi.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Mineração 

 

As atividades de mineração, realizadas de forma sustentável, ainda são de extrema 

importância para o desenvolvimento econômico. Oferecendo diversas fontes de matéria prima 

para as indústrias, a mineração foi essencial para o processo interiorização do país. A extração 

de minérios ajuda no equilíbrio financeiro do Brasil, fazendo parte de mais de 5% do produto 

interno bruto (PIB) e, consequentemente, a geração de milhares de empregos de maneira direta 

e indireta (IBRAM, 2015). Entretanto, as atividades de mineração ainda são marcadas 

negativamente por apresentarem impactos na saúde pública, com danos locais, regionais e 

globais ao meio ambiente (SUH et al., 2017). De forma geral, a extração de minérios causa 

impactos negativos como: supressão da vegetação, exposição do solo aos processos de erosão, 

contaminação por metais pesados de solo, água, inundações, desmatamento entre outros 

problemas relacionados a essas atividades (FERRARI, 2010).  

Para redução de impactos causados pela atividade de mineração é necessário a realização 

de estudos levando em consideração todo o ciclo do processo de mineração, com a exploração 

mineral (pesquisa da jazida), desenvolvimento da mina, lavra e exaustão da jazida (onde se 

encerra o empreendimento) (CIPRIANI, 2002).  

Só a partir dos anos 1970, após a identificação de problemas relacionados às escavações 

desenfreadas, que começaram a surgir regulamentações das atividades de mineração em vários 

países do mundo (AGI, 2018). No Brasil, várias minas já estavam em atividade quando passou 

a vigorar o decreto nº 97.632 de 10 de abril de 1989, que criou a obrigatoriedade na recuperação 

de áreas degradadas, realizando o estudo do impacto ambiental e apresentando o relatório ao 

órgão ambiental competente (LIMA; FLORES; COSTA, 2006), porém várias empresas não 

seguiram essas regras.   

A falta de regulamentações no passado e de fiscalizações por órgãos competentes dos 

processos de extração de minérios, podem estar diretamente relacionadas aos problemas que 

enfrentamos atualmente com os rejeitos de mineração. Temos como exemplo as tragédias 

ambientais de Mariana e Brumadinho em Minas Gerais, onde após a destruição das barragens 

de contenção, toneladas de rejeitos de mineração acabaram provocando destruição de locais e 

danos imensuráveis à vida e ao meio ambiente.  
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No Brasil, problemas relacionados à disposição e tratamento de rejeitos são muito 

frequentes, destacando-se entre as técnicas convencionais utilizadas para remediação a remoção 

do rejeito para um aterro ou simplesmente “tampar” e conter as áreas contaminadas no local. 

Essas alternativas apresentam desvantagens, na primeira podem ocorrer problemas nas áreas de 

escavação com o manuseio e disposição do material perigoso além dos custos do processo, já a 

segunda alternativa é uma solução provisória, visto que o material permanece no ambiente, o 

que exige monitoramento e manutenção das barreiras de isolamento entre outros custos e 

perigos (VIDALI, 2001). 

Portanto, devemos considerar que as atividades de mineração apresentam prós e contras, 

sendo necessários estudos prévios sobre os impactos da extração de minérios, adequada 

disposição e tratamento de rejeitos, visando reduzir os danos relacionados ao extrativismo 

mineral.  

 

1.2 Mina Osamu Utsumi, a primeira mina de extração de urânio do Brasil  

 

 Após a segunda guerra mundial e início da chamada guerra fria, iniciou-se uma corrida 

visando deter o comércio de tecnologia e minerais provenientes da indústria nuclear (FETTUS; 

MCKINZIE, 2012). Durante o conselho de segurança das nações unidas (ONU), o Brasil deixou 

claro a possibilidade de atuar em conjunto com os Estados Unidos, porém o representante do 

Brasil no conselho Almirante Álvaro Alberto da Mota, entendeu que o plano Baruch (Propostas 

dos EUA para regulamentação e gestão internacional das atividades atômicas) era uma restrição 

a soberania e segurança nacional, assim, através da aliança entre militares e cientistas surgiu o 

Conselho Nacional de Pesquisas (CNPq), marcando o início da história da energia nuclear no 

Brasil (MARIA; ANDRADE, 2012) 

Em 1959, iniciou-se a construção da mina de urânio Osamu Utsumi, com as reservas 

calculadas em aproximadamente 17.200 toneladas de octóxido de triurânio (U3O8) ou “yellow 

cake” (SOUZA; SILVEIRA; PEREIRA, 2013). Localizada na região do planalto do município 

de Caldas/MG,  a mina Osamu Utsumi das Indústrias Nucleares do Brasil (INB), a primeira 

mina de extração de minério de urânio do Brasil, esteve em operação de 1982 a 1995, com 

produção total de 1.030 toneladas de urânio, bem abaixo do que se esperava extrair (CIPRIANI, 

2002; NÓBREGA; LIMA; LEITE, 2008). 

Estima-se que os custos totais da implantação da mina foram de U$ 230 milhões, sendo 

a escavação realizada pelo processo de decapagem. O formato circular da cava da mina é de 
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aproximadamente 1200 metros de diâmetro por 176 de profundidade (Figura 1) (CIPRIANI, 

2002; FAGUNDES, 2008). 

 

Figura 1 – Vista panorâmica da cava da mina Osamu Utsumi.  (Foto: Ednei Coelho). 

 

 

 

Com o esgotamento das jazidas de Caldas e o descobrimento das reservas de Caetité/BA, 

a mina Osamu Utsumi encontra-se desde 1995 em fase de descomissionamento. A obrigação 

fundamental imposta aos titulares de concessão de lavra no Brasil, com relação ao fechamento 

da mina, é que eles promovam a reabilitação das áreas impactadas pelas atividades de 

mineração de acordo com o PRAD (Plano de Recuperação de Áreas Degradadas) previamente 

elaborado e aprovado pelo órgão governamental competente, porém, no caso da mina Osamu 

Utsumi, isso não aconteceu pois a legislação só entrou em vigor após a mina estar em 

funcionamento (DUTRA et al. 2013).  

Depois de identificado o problema causado pela extração de urânio na área da mina, em 

fevereiro de 2004, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis 

(IBAMA) juntamente com a Comissão Nacional de Energia Nuclear (CNEN) firmou um termo 

de referência para elaboração e apresentação do PRAD para o complexo minero-industrial da 

cidade de Caldas/MG, operação voltada para tentar deixar as condições da região da mina o 

mais próximo possível da existente antes do início da sua implantação, com a remediação, 

reflorestamento, restauração do local (LIMA; FLORES; COSTA, 2006; NÓBREGA; LIMA; 

LEITE, 2008). 

 Com a ausência de legislações rigorosas sobre a exploração do minério no Brasil, na 

época da implantação da mina de urânio, não houve um controle adequado na disposição de 

rejeitos (SOUZA; SILVEIRA; PEREIRA, 2013).  
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Durante a exploração da jazida de urânio, o material oriundo da decapagem da mina, 

caracterizado inicialmente como estéril, era encaminhado aos locais conhecidos como “bota-

foras” (BFs), esses são chamados de BF-4 e BF-8 com volume de 12,4 e 14,8 milhões de m³ de 

rejeitos, respectivamente, e altura de 90 metros (Figura 2)  (CIPRIANI, 2002; SOUZA; 

SILVEIRA; PEREIRA, 2013).  

 

Figura 2 – Vista parcial da pilha de rejeitos Bota-fora 4. (Foto: Ednei Coelho). 

 

 

 

A disposição das pilhas de rejeitos originou a formação de montanhas de rochas que 

podem estar diretamente relacionados a formação de drenagem ácida de mina (DAM), 

aumentando a concentração de metais pesados e radionuclídeos em rios e lagos na área da mina 

e proximidades (FAGUNDES, 2008).  

 

1.2.1 Drenagem ácida de mina 

 

O principal problema enfrentado pela INB-Caldas para recuperação na região onde 

funcionava a mina é a drenagem ácida de mina (DAM). 

 A DAM, é basicamente causada pela exposição de rochas ao oxigênio. Quando a água 

da chuva, por exemplo, invade as pilhas de rejeitos de mineração, ocorre a interação entre 

oxigênio, água e sulfetos metálicos, esse processo leva a formação de ácido sulfúrico. O ácido 
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sulfúrico então dissolve os metais pesados das rochas, e a água ácida com metais (efluentes) se 

espalha por toda parte contaminando rios, lagos e lençóis freáticos, causando a morte de animais 

e plantas (Figura 3) (AKCIL; KOLDAS, 2006; FAGUNDES, 2008).  

 

Figura 3 – Ilustração mostra como ocorre a drenagem ácida de mina (DAM) 

 

 

 

Os microrganismos ambientais podem também causar a oxidação dos sulfetos metálicos 

(MARTINS et al. 2004). Na área da mina Osamu Utsumi, a grande concentração de pirita (FeS2) 

nos Bota-foras é a principal responsável pela acidez da água (SOUZA; SILVEIRA; PEREIRA, 

2013). 

A DAM pode gerar efluentes com altas concentrações de metais pesados, a formação de 

ácido sulfúrico eleva a acidez da água com pH entre 2 e 3, solubilizando metais pesados e 

radionuclídeos, comprometendo a qualidade dos recursos hídricos da região afetada (LYEW; 

SHEPPARD, 1997; NÓBREGA; LIMA; LEITE, 2008). Os BFs da mina Osamu Utsumi tem 

contribuição importante na geração de DAM (NÓBREGA; LIMA; LEITE, 2008). 

Todo o processo de DAM pode causar mudanças na coloração da água, devido aos 

processos de oxidação, impossibilitando o consumo por animais e seres humanos. Quando o 

pH da água está entre 3,5 e 4 o Fe3+ é precipitado em hidróxido de ferro Fe(OH)3, o que causa 



21 
 

 

 

a coloração alaranjada da água (ROYCHOWDHURY; SARKAR; DATTA, 2015), esse 

processo pode ser observado nas bacias formadas na área da mina Osamu Utsumi (Figura 4) .  

 

Figura 4 – Bacia BIA localizada na mina de urânio Osamu Utsumi. (foto: Ednei Coelho).  

 

 

Após constatado o problema com a DAM na mina, o CNEN determinou que o tratamento 

das águas fosse obrigatório. Atualmente o tratamento químico é executado na estação de 

tratamento de águas marginais da mina (Figura 5), elevando o pH da água é utilizado hidróxido 

de cálcio, os floculantes auxiliam a etapa de separação sólido-líquido, esse tratamento gera um 

precipitado de lama alcalina e escura conhecida como diuranato de cálcio (DUCA), que é 

depositado na cava da mina há mais de 20 anos, a cava, por sua vez, encontra-se inundada de 

água ácida (FAGUNDES, 2008; FERRARI, 2010; GOMES; LADEIRA, 2011). Segundo os 

técnicos da mina o gasto anual com o tratamento de água contaminada é de R$ 2 milhões.  

Na área da mina outros tipos de tratamento vêm sendo estudados e implantados, com o 

objetivo de controlar a contaminação do ambiente pelos metais. Uma das ideias é a utilização 

de ozônio para descontaminação de solo e água, sendo o ozônio um gás que pode oxidar os 

metais pesados existentes na água, e no solo a ideia é injetar ozônio nas montanhas de rejeitos 

(bota-foras) eliminando as bactérias que oxidam os sulfetos metálicos. Porém, a viabilidade 

desses processos é bastante discutida, pois poderia gerar um alto consumo muito alto de energia 

na produção de ozônio e não se sabe se seria possível injetar ozônio nas imensas pilhas de 

rejeitos. 
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Figura 5 – Estação de tratamento de águas da mina de urânio Osamu Utsumi. (Foto: Ednei 

Coelho). 

 

 

  

O tratamento da água utilizando resinas no sistema de coluna de troca iônica também está 

sendo estudado e implantado (Figura 6), neste caso, o sulfato de urânio se adere a resina porosa 

que possuem cargas eletrostáticas, quando ocorre a saturação da resina é realizada a eluição do 

urânio com amônia ou sódio, formando diuranato de amônio ou sódio, que são colocados em 

tambores e enviados para a INB Caetité/BA, onde o urânio é purificado. Esse processo pode 

gerar até 13 toneladas de urânio por ano, isso não é interessante, pois o objetivo é o fechamento 

total da mina. 
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Figura 6 – Colunas de troca iônica na estação de tratamento da mina Osamu Utsumi. (Foto: 

Ednei Coelho). 

 

 

 

De acordo com Elbaz-Poulichet et al. (1999) e Poston et al. (1984), as atividades de 

mineração podem levar ao aumento de metais pesados e radionuclídeos, como o urânio, em 

águas naturais.  

 

1.3 Metais pesados 

 

 Dentre os vários agentes poluentes do ambiente de mineração, os metais pesados 

recebem atenção especial, uma vez que alguns são extremamente tóxicos para uma grande 

variedade de organismos, mesmo em quantidades muito baixas, pois são elementos muito 

reativos e bioacumuláveis nos organismos vivos (ELDERFIELD; UPSTILL-GODDARD; 

SHOLKOVITZ, 1990; GOMES; MENDONCA-HAGLER; SAVVAIDIS, 1998; NIES, 1999; 

RAHMAN et al. 2002; SILVA, 2009; VALDMAN; LEITE, 2000). 

O termo “metal pesado” é arbitrário e impreciso. Raskin et al. (1994), por uma questão 

de simplicidade, definiram como metal pesado qualquer elemento com propriedade metálica 

(ductilidade, densidade, condutividade) e um número atômico maior que 20.  

Em muitos casos, os metais pesados são definidos como aqueles que apresentam uma alta 

densidade, superior a 5 g/cm³, e que mesmo em baixas concentrações são tóxicos  (JÄRUP, 
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2003). Essa definição atualmente ainda é muito discutida, pois alguns metais “leves” ou 

metaloides também são tóxicos, assim como alguns com alta densidade não apresentam 

toxicidade, por exemplo o ouro não é considerado tóxico, mas apresenta um número atômico 

79 e densidade 19,32 g/cm³. Uma classificação biologicamente relevante de metais pesados, 

conforme sua toxicidade e propriedades químicas precisa ser proposta (DUFFUS, 2002).  

Em alguns metais, a toxicidade vai depender do seu estado alotrópico ou oxidativo, por 

exemplo, o crômio hexavalente é altamente letal, principalmente por suas propriedades 

cancerígenas, enquanto o crômio trivalente é significativamente nutricional para vários 

organismos, inclusive para os humanos (WUNDERLIN, 2018). 

Em alguns casos, vários metais pesados são micronutrientes, e assim essenciais para 

sistemas biológicos e devem estar presentes em baixas concentrações (níveis adequados), assim 

fornecem cofatores essenciais para proteínas e enzimas, como por exemplo o ferro. Porém, em 

concentrações elevadas ou se ingeridos a longo prazo, os metais pesados podem se tornar 

tóxicos, bloqueando grupos funcionais, deslocando outros íons metálicos ou modificando a 

atividade biológica das moléculas (BHAT; KHAN, 2011; COLLINS; STOTZKY, 1989; 

GARBISU; ALKORTA, 2003).  

 

1.3.1 Urânio 

 

O urânio (U) é um metal denso (19,1 g/cm3) que possui baixa radioatividade e é 

naturalmente encontrado em rochas, solo, água, ar, plantas e animais. O U apresenta um número 

atômico 92, sendo encontrado na natureza em pequenas concentrações em partes por milhão, 

porém quando a quantidade encontrada é grande suficiente o metal é então comercialmente 

extraído (ROBERTS, 2012).  

Após a remoção do urânio do solo, as rochas são trituradas e, dependendo de como será 

o processo, soluções químicas (como solventes) são utilizadas para separação do metal de outras 

substancias indesejadas (SPOON, 2019). O metal é inicialmente separado em dióxido de urânio 

(UO2), ou em outras formas químicas, através de uma série de processos químicos conhecidos 

como “moagem do minério”, esses processos buscam a obtenção do “yellow cake” ou urânio 

concentrado, os remanescentes da moagem, chamados de rejeitos, são coletados e armazenados 

(USNRC, 2017).   

O urânio natural (UO2) é amplamente distribuído na natureza, está presente em cerca de 

160 minerais como a uranita, cleveite, becquerelite, autunita, carnotita e pechblenda, e é 
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constituído por três isótopos alfa: 238U (99,2745%), 235U (0,7200%) e 234U (0,0054%) 

(OLSZEWSKI; BORYŁO; SKWARZEC, 2015).  

Devido à alta capacidade de mobilização do metal no ambiente por carbonatos e fosfatos 

o teor de urânio presente na natureza pode variar. Em rochas, solo e sedimento O 238U e 234U 

estão relativamente em equilíbrio, ou seja, no ambiente natural não estão em seu estado 

radioativo (MEINRATH; SCHNEIDER; MEINRATH, 2003; OLSZEWSKI; BORYŁO; 

SKWARZEC, 2015).  

Com a manipulação dos isótopos de U podem ser obtidas variações menos radioativas, 

como o 238U que podem ser utilizadas na produção de projéteis (munições) ou blindagens de 

tanques de guerra e aviões, sendo esse composto até 2 vezes mais pesado que o aço, ou a 

variação mais radioativa (235U) “físsil” que é utilizada na produção de armas e em usinas 

nucleares (HARDER, 2019).  

A concentração de urânio no ambiente pode ser também elevada devido às atividades 

humanas, como utilização de fertilizantes fosfatados na agricultura, resíduos industriais ou 

utilização para fins militares (OHJI, 2012).  

 

1.3.1.1 Dispersão de urânio no ambiente 

 

A proximidade do urânio com fontes de água é o principal fator responsável pela 

dispersão do metal pesado no ambiente, sua dispersão depende do seu estado oxidativo, o qual 

pode ser hexavalente U(VI) ou tetravalente U(IV). O U(VI) apresenta alta solubilidade em água, 

principalmente em condições ácidas, já em seu estado reduzido o U(IV) é basicamente “imóvel” 

e insolúvel e com baixa toxidade, pois a sua disponibilidade para os organismos é reduzida 

(GAD, 2017). 

 Sob condições redutoras, o urânio é imobilizado, principalmente na presença de 

quantidades significativas de fosfato, cálcio, sulfato e potássio, onde ocorre a formação de 

compostos estáveis e complexos sendo o metal precipitado no meio (ELLESS; LEE, 1998).  

Em solo, sedimento e água o urânio é sensível aos processos corrosivos, sendo 

transformado na sua forma solúvel U(VI), como por exemplo sulfato de urânio (U(SO4)2. Os 

seres humanos são afetados através da ingestão de alimentos, consumo de água contaminada 

ou inalação, sendo a água a fonte de contaminação mais significativa (KURTTIO et al. 2002; 

SILVA; SOUZA; AMARAL, 2003). 
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1.3.1.2 Toxicidade do urânio  

 

Devido à baixa radioatividade do urânio natural, os efeitos a saúde são geralmente 

atribuídos às suas propriedades químicas e não radioativas (NRC, 2012).   

O U solúvel em água é caracterizado pelo seu potencial tóxico, é prejudicial aos 

organismos aquáticos, plantas e humanos, assim como todos os organismos expostos aos 

efluentes que são procedentes de minas de urânio (CUMBERLAND et al. 2016).  

Os estudos sob os efeitos químicos do urânio em humanos ainda são escassos, porém 

sabe-se que a ingestão de 200 mL água contendo 1g de nitrato de urânio causa como efeito 

agudo náuseas, vômito e diarreia (BUTTERWORTH, 1955).  

Estudos sugerem que os humanos são menos sensíveis aos efeitos do urânio, sendo 

indicada uma ordem de sensibilidade aos seus efeitos de: 

coelhos>camundongos>porcos>ratos>cães>gatos e humanos (VICENTE-VICENTE et al. 

2010). 

Na Índia, em vilarejos existentes próximos de áreas de mina de urânio, foram realizados 

estudos com crianças com idade entre 6-12 anos, essas crianças viviam expostas à água 

contaminada com urânio, os resultados revelaram alterações no esmalte dos dentes, atraso no 

crescimento dos dentes, comparado às crianças que não vivem em regiões próximas à mina 

(KAR; SHETTY; HEGDE, 2016; SHETTY; HEGDE; KAR, 2016). 

Também na Índia, um paciente de 12 anos apresentou diminuição na produção de urina e 

fortes dores nas articulações, acreditava-se inicialmente que se tratava de diabetes, após serem 

esgotadas todas as hipóteses, foi diagnosticada uma intoxicação causada pela ingestão de água 

contaminada com urânio. Foi realizada cirurgia para a remoção dos rins, porém as dores nas 

articulações continuaram, foi detectado posteriormente um osteossarcoma, um tipo de câncer 

ósseo, possivelmente causado pelo acumulo do U nos rins (PANNU; SUKHMANI; GILL, 

2015).  

Os seres humanos também podem ser contaminados por urânio através da ingestão de 

alimentos, principalmente raízes tuberosas como batata e nabo. A quantidade de urânio nesses 

dependerá da concentração do metal no local em que foram cultivados. Nestes locais, a ingestão 

humana diária de U é estimada em até 1 micrograma de U por dia (µg/dia) (ATSDR, 2019).  

Na maioria das vezes, o urânio ingerido e inalado, não é absorvido, mais de 90% é 

eliminado do corpo através das fezes ou urina, em alguns casos, quando inalado, pode 

permanecer nos pulmões por longos períodos (VDH, 2016).  
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Quase 66% do U absorvido permanece depositado na superfície dos ossos, por até 200 

dias, e vai sendo lentamente distribuído para a medula óssea, podendo causar leucemia e 

diminuição da resposta imune, também pode acumular-se no fígado (16%) e rins (8%) e causar 

danos nesses órgãos (ATSDR, 2019; CAPPELLO; MACARIO, 2019).  

Estudos sugerem uma forte correlação entre os ambientes com altas concentrações urânio 

e a alta prevalência de leucemia em pessoas que vivem próximas destas áreas, principalmente 

por causa do consumo de água de poço, carne de animais e inalação de poeira (WINDE; 

ERASMUS; GEIPEL, 2017).    

Alterações na histologia pulmonar foram observadas em camundongos expostos por 5 

semanas a 10 mg/U/m³ de nitrato de urânio (WHO, 2018). O urânio também pode afetar as 

funções o fígado alterando funções hepáticas, como o metabolismo de ácidos biliares 

(GUÉGUEN et al. 2006). 

Através da alimentação, camundongos foram submetidos a baixas (0,05 mg U/kg/dia) e 

altas (7000 mg U/kg/dia) concentrações de urânio, em ambos os casos foram detectadas lesões 

nos rins. Em baixas concentrações ocorreram lesões microscópicas no epitélio tubular e nas 

altas, as lesões aumentaram e causaram necrose após 30 dias de experimento (MAYNARD; 

HODGE, 1949). 

 

1.3.1.3 Contaminação de urânio na mina Osamu Utsumi  

 

Dados de monitoramento de água nas áreas próximas da mina Osamu Utsumi 

demonstraram aumento no teor urânio e outros metais pesados, como o ferro, em córregos e 

bacias hidrográficas os níveis de concentração estavam acima dos limites estabelecidos na 

resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA nº 357/05) alterada pela 

Resolução nº 410/2009 e 430/2011. Esta resolução dispõe sobre a classificação de corpos de 

água e diretrizes para seu enquadramento e condições padrões de lançamento de efluentes 

(CNEN, 2012; LADEIRA; GONÇALVES, 2007; NASCIMENTO; FATIBELLO-FILHO; 

TEIXEIRA, 2004; NÓBREGA; LIMA; LEITE, 2008).  

De acordo com a resolução do CONAMA, a água proveniente dos rios próximos da área 

da mina são classificadas em classe II, podendo ser usada para recreação, agricultura, irrigação 

e consumo humano, após um tratamento simples, neste caso o limite máximo de urânio 

permitido é de 0,02 mg/L (PEDROBOM et al. 2017). 
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Atualmente o tratamento de urânio em ambientes contaminados é realizado através de 

métodos químicos e físicos, alguns exemplos são a extração cromatográfica, precipitação 

química, coluna de troca iônica. Esses métodos têm aplicações limitadas, pois não apresentam 

muita eficiência quando o urânio solúvel em água (VI) está em concentrações de 1 a 100 ppm 

(YANG et al. 2012). 

 A descontaminação dos ambientes aquáticos por metais pesados necessita de soluções 

alternativas, como a biorremediação. A utilização de fungos como agentes biorremediadores de 

contaminantes do solo e água vêm sendo estudada, os fungos apresentam alta capacidades 

metabólicas que podem ser aplicadas aos metais pesados poluentes do ambiente (HÖLKER; 

FAKOUSSA; HÖFER, 1995; PAOLETTI, 1999; PEINTNER; MOSER, 1996). 

 

1.4 Biorremediação  

 

Em 1930 Tausz e Donath apresentaram ao mundo a ideia de utilizar microrganismos para 

a descontaminação de solos contaminados com petróleo, dando origem aos processos de 

biorremediação. Atualmente a biorremediação é utilizada para restauração de ambientes 

contaminados por substâncias xenobióticas (DZIONEK; WOJCIESZYŃSKA; GUZIK, 2016).  

A biorremediação é uma tecnologia ecologicamente correta, não invasiva e promissora 

que utiliza o potencial metabólico de microrganismos para a recuperação ou redução a níveis 

aceitáveis de metais pesados em locais contaminados. É considerada uma solução permanente 

que pode levar a degradação ou transformação de contaminantes ambientais em inofensivos ou 

menos tóxicos.  O processo pode provocar modificações químicas, físicas, bioquímicas ou 

microbiológicas no ambiente (DZIONEK; WOJCIESZYŃSKA; GUZIK, 2016; EPA, 2013; 

WATANABE, 2001). 

Os processos de biorremediação, diferente dos tradicionais, apresentam baixo custo, 

baixas manipulação tecnológica, e geralmente alta aceitação da sociedade (VIDALI, 2001). 

Várias técnicas de biorremediação estão sendo estudadas e descritas, porém devido à natureza 

e variabilidade dos agentes contaminantes no ambiente, não há uma única tecnologia que sirva 

para todos os poluentes (VIDALI, 2001).  

A biorremediação pode ser realizada ex situ ou in situ, o tratamento ex situ requer 

geralmente um custo um pouco maior, pois ocorre a retirada e transporte dos agentes 

contaminantes, que serão tratados (descontaminados) em outros locais como estações de 

tratamento. Os “wetlands” são exemplos de tecnologia ex situ, é uma tecnologia de baixo 
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investimento e ecologicamente correta, onde plantas e microrganismos presentes nesses locais 

ajudam no tratamento de água contaminada com metais pesados (CHENG et al. 2002).  

O tratamento in situ é realizado no local da contaminação, ou seja, não requer transporte 

ou escavação do local, a baixa logística diminui os custos do processo o que o torna mais viável 

e com interferência mínima no local (AZUBUIKE; CHIKERE; OKPOKWASILI, 2016).  

Como mencionado anteriormente, uma alternativa tradicional é apenas “tampar e estocar” 

o resíduo, com essa atividade o resíduo continua no ambiente, mas os processos de 

biorremediação in situ estão sendo estudados para substituir essas técnicas tradicionais 

(GRÄFE; KLAUBER, 2011).  

Existem 3 principais tipos de biorremediação in situ com microrganismos, que são 

atenuação natural, bioestimulação e bioaumento (SAFDARI et al. 2018).  

A atenuação natural está relacionada às atividades dos microrganismos que estão 

naturalmente presentes no ambiente, permitindo que o ecossistema volte a sua condição 

original, ocorrendo assim a redução da mobilidade, massa ou mobilidade do agente tóxico, os 

exemplos são: biossorção, bioprecipitação e biodegradação (SCOW; HICKS, 2005). 

Entretanto, esse processo natural pode durar muitos anos, principalmente quando a população 

de microrganismos presentes naturalmente no ambiente não é grande suficiente, assim, visando 

potenciar a biorremediação ocorre a bioestimulação.  

 Na bioestimulação, ocorre a adição de nutrientes e/ou oxigênio que irão auxiliar no 

crescimento e desenvolvimento dos microrganismos no ambiente contaminado (VIDALI, 

2001).  

Alguns compostos nutrientes, como adubo, palha de arroz e espiga de milho ou receptores 

de elétrons como fosfatos, nitrogênio, carbono podem ser introduzidos ao ambiente e utilizados 

como bioestimuladores (HAMDI et al. 2007; PIMMATA; REUNGSANG; PLANGKLANG, 

2013; SUJA et al. 2014).  

No bioaumento, microrganismos isolados do próprio local contaminado ou de outros 

ambientes contaminados têm sua população aumentada, assim são reinjetados ou introduzidos 

na região contaminada como inóculos livres ou imobilizados. Para que esse processo seja 

efetivo o microrganismo precisa ser resistente ao agente contaminante, e conseguir competir 

com outras espécies no ambiente, principalmente por nutrientes, além é claro de ser capaz de 

degradar e/ou biorremediar o composto xenobiótico (JIANG et al. 2016; SCOW; HICKS, 

2005). 
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Segundo Boopathy, (2000), a biorremediação tem a vantagem de ser relativamente 

simples, ter baixo custo e resultar na eliminação permanente ou diminuição dos contaminantes 

de águas subterrâneas, solos, lagos, além de que o mecanismo biológico evita o risco associado 

aos resíduos sintéticos perigosos (produtos químicos), proporcionando maior segurança e 

menos perturbações ao meio ambiente. 

 

1.5 Fungos com potencial para biorremediação de metais pesados 

 

A maneira com que os fungos vão interagir com os metais pesados depende do tipo de 

metal, organismo e ambiente. Um exemplo é quando o metal pesado é transportado para o 

interior da célula e modifica seu metabolismo (ROSS, 1975). Em outros casos os metais pesados 

podem bloquear grupos funcionais de enzimas celulares (ANAHID; YAGHMAEI; 

GHOBADINEJAD, 2011). Porém, algumas espécies conseguem se tornar resistentes a esses 

estresses.  

Os fungos são descritos como excelentes agentes para biorremediação de solo e água, 

pois apresentam alta capacidade metabólica que pode ser aplicada aos metais pesados como o 

urânio. A capacidade metabólica faz com que os fungos tenham a possibilidade de sobreviver 

aos ambientes ácidos e contaminados com urânio (HÖLKER; FAKOUSSA; HÖFER, 1995; 

PAOLETTI, 1999; PEINTNER; MOSER, 1996).  

Os fungos apresentam alto potencial para a biorremediação, uma vez que possuem a 

capacidade de acumular e imobilizar, em altas concentrações, uma variedade de metais pesados 

como Cu, Zn, Fe, U, Ni, Cd e Hg (BISHNOI; GARIMA, 2005; GADD, 1986). 

A superfície celular fúngica apresenta quitina e quitosana, que são considerados 

excelentes sequestradores de íons de metais pesados (DAS; VIMALA; KARTHIKA, 2008). Os 

gêneros Penicillium spp., Aspergillus spp., Rhizopus spp., Mucor spp., Saccharomyces spp. e 

Fusarium spp. se mostraram excelentes bioadsorventes de íons de metais pesados (SHENO 

MERRIN et al. 1998; VOLESKY; MAY; HOLAN, 1993). Penicillium spp., Rhizopus spp. e 

Saccharomyces spp. podem bioadsorver metais pesados U, Th, Sr, Ni, Zn, Pb, Cr, As (GALUN 

et al. 1983; TAN; CHENG, 2003; TSEZOS; GEORGOUSIS; REMOUDAKI, 1997). 

Os estudos sobre biorremediação de urânio têm focado nos mecanismos de biossorção do 

metal pela biomassa fúngica, entretanto estudos recentes indicam que os fungos podem 

apresentar outras maneiras de biorremediar esses metais pesados do ambiente (LIANG; GADD, 

2017; QIAN et al. 2017; VÁZQUEZ-CAMPOS et al. 2015). 
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Existem 4 tipos principais de biorremediação utilizando fungos, que são: Biossorção, 

biomineralização, biorredução e bioacumulação (AYANGBENRO; BABALOLA, 2017).  

A biossorção é um processo físico-químico onde ocorre a remoção de compostos da 

solução por organismos vivos ou mortos e seus derivados (MUSTAPHA; HALIMOON, 2015). 

Na biossorção de urânio ocorre a ligação físico-química do urânio com a biomassa fúngica, a 

biossorção inclui os mecanismos de adsorção e absorção, ou seja, após o processo o metal pode 

ser encontrado na porção interna ou externa da célula (GADD; FOMINA, 2011). 

É importante salientar que nem todas as biomassas de microrganismos apresentam tais 

capacidades de biossorção, sendo indicado a realização de um “screening” para selecionar os 

fungos com melhor potencial (KOTA et al. 2014; OLSTORPE; SCHNÃRER; PASSOTH, 

2009; TSEZOS; VOLESKY, 1982). 

A biomineralização é o estudo dos processos sobre a interação entre estruturas orgânica-

inorgânica mediada por microrganismos vivos. Por décadas surgiu a necessidade de serem 

identificadas moléculas envolvidas nesse processo e a interação entre elas (CRICHTON, 2012).  

Em estudos com fungos do gênero Aspergillus, Liang et al. (2015), utilizando uma fonte 

de fosfato orgânico (glicerol 2-fosfato), observou que esses microrganismos foram capazes de 

liberar fosfato inorgânico no meio e assim precipitar o urânio em solução durante o crescimento. 

Na biorredução, em ambientes onde o oxigênio (O2) é escasso, algumas espécies fúngicas 

facultativas são capazes de utilizar receptores de elétrons diferentes do O2, como por exemplo 

os nitratos, neste caso acredita-se que o urânio solúvel (VI) pode ser utilizado como um receptor 

de elétrons alternativo e assim ser transformado em sua forma insolúvel U(IV) (GADD; 

FOMINA, 2011; NEWSOME; MORRIS; LLOYD, 2014). Os fungos podem também secretar 

uma alta quantidade de proteínas e outras enzimas que irão auxiliar os processos de biorredução 

(LLOYD, 2003). 

Lovley & Phillips, (1992) utilizaram vários potenciais inibidores (ânions e metais) da 

biorredução de urânio, somente altas concentrações de cobre inibiram a redução de urânio. 

Espécies de Aspergillus vêm sendo descritas como excelentes redutoras de metais (ABD EL 

HAMEED et al. 2015). 

No processo de bioacumulação os fungos podem acumular urânio dentro de suas 

estruturas celulares, por vias de “bioacumulação” (DUPRÉ DE BOULOIS et al. 2008), a 

hipótese é que a captação pode ocorrer porque o transporte do metal é similar ao de nutrientes 

essenciais ao funcionamento da célula, como o urânio não tem funções biológicas conhecidas, 

acredita-se que a sua captação ocorre devido à mudança na permeabilidade da membrana 
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celular, que acontece justamente por conta da sua toxicidade, o urânio é então armazenado no 

interior da célula em forma de grânulos de fosfato (NEWSOME; MORRIS; LLOYD, 2014). 

A utilização de pó de rocha de fosfato, utilizado na agricultura como alternativa aos 

fertilizantes, pode ser um problema para muitos países em desenvolvimento, esse material pode 

conter altas concentrações de urânio, um exemplo é a área urano-fosfática existente no nordeste 

do Brasil, que compreende toda costa do estado de Pernambuco até a Paraíba (150 km de 

extensão) onde a concentração natural de urânio é de 150 a 200 ppm (MORAES et al. 2013).  

Algumas espécies fúngicas podem competir com plantas nesses ambientes e acumular urânio, 

isso é importante, pois a simbiose reduz o acúmulo do metal nos vegetais, os quais podem 

posteriormente ser consumidos por animais e humanos (DUPRÉ DE BOULOIS et al. 2008).  

A realização da biorremediação de locais contaminados com a utilização de fungos, 

apresenta algumas vantagens sobre as bactérias, uma vez que são capazes de adsorver, acumular 

e imobilizar metais tóxicos sofrendo pouca ou nenhuma ação tóxica, principalmente devido a 

sua alta capacidade metabólica (DAVIS et al. 1993).  

A maioria dos estudos em relação à captação de urânio por biomassa fúngica tem se 

concentrado em mecanismos de absorção e adsorção (ALI; HASHEM, 2007; GALUN et al. 

1983; VÁZQUEZ-CAMPOS et al. 2015). 

A remoção de metais pesados precisa ser feita o quanto antes, já que quanto maior o 

tempo dos poluentes no ambiente mais difícil pode ser a sua remediação (D’ANNIBALE et al. 

2005,2006).  

A área onde funcionava a mina encontra-se fechada para o acesso público devido aos 

riscos de contaminação, apenas pesquisadores e funcionários do IPEN e CNEN têm acesso ao 

local.  
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2 OBJETIVOS 

 

Este projeto teve como objetivo geral isolar e caracterizar espécies fúngicas resistentes 

ao urânio do solo, da água e do sedimento da mina de urânio Osamu Utsumi assim como avaliar 

a capacidade de biossorção de urânio por esses microrganismos. 

 

Os objetivos específicos foram os seguintes: 

 

1- Isolar e identificar fungos de amostras do solo, da água e do sedimento na área mina de 

urânio Osamu Utsumi, em diferentes pontos de coleta; 

2- Realizar a caracterização química das amostras do solo, da água e do sedimento; 

3- Determinar o índice de tolerância dos fungos ao urânio; 

4- Determinar a concentração inibitória mínima dos fungos isolados frente ao urânio; 

5- Determinar o índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM); 

6- Selecionar e identificar os fungos quanto a sua resistência ao urânio; 

7- Avaliar a distribuição do íon de metal pesado na superfície da célula fúngica; 

8- Determinar e quantificar a retenção de íons do metal pesado pela biomassa fúngica. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 Coleta de amostras 

 

Foram coletadas 20 amostras de solo, água e sedimento das principais bacias com água 

ácida e pilha de rejeitos da mina de uranio Osamu Utsumi localizada na cidade de Caldas, Minas 

Gerais, Brasil. A marcação dos pontos dos pontos de coleta foi realizada por GPS (Global 

Positioning System) (Tabela 1), e previamente definida em parceria com os técnicos 

responsáveis pela mina. As amostras foram coletadas em janeiro de 2015 e os pontos de coleta 

encontram-se indicados na figura 7 e Quadro 1.  

 

 Figura 7 – Mina Osamu Utsumi, locais de coleta das amostras estão indicados por pontos 

escuros.  
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Quadro 1 – Locais de coleta e número de amostras coletadas na mina Osamu Utsumi. 

 

Local de coleta Identificação do local 20 Amostras 

BIA A bacia BIA foi construída na área da mina com o 

objetivo de impedir o espalhamento de água ácida, 

nela ocorre a captação de água ácida proveniente da 

pilha de rejeitos bota-fora 8. 

1 de água 

1 de solo 

BF-8 Pilha de rejeitos bota-fora 8, montanha de 

rochas/solo que foi originada após os processos de 

escavação e mineração do urânio.  

3 de solo 

DUCA O DUCA é o resíduo proveniente da estação de 

tratamento de águas, o tratamento de água forma 

uma lama alcalina, essa lama é chamada de DUCA. 

O DUCA é descartado na cava da mina.  

1 de sedimento 

CAVA CAVA da mina, local onde ocorreu a escavação para 

extração do urânio. Atualmente a CAVA encontra-

se inundada de água ácida (lago).  

3 de solo 

3 de água 

3 de sedimento 

BF-4 Pilha de rejeitos bota-fora 4, é outra montanha de 

rochas/solo que também foi formada após os 

processos de escavação na mina.  

3 de solo 

BNF A bacia BNF também foi construída com o objetivo 

de impedir o espalhamento de água ácida, na bacia 

ocorre a captação de água ácida proveniente da pilha 

de rejeitos bota-fora 4.  

2 de água 

 

Foram coletadas dez amostras do solo (500g cada), seis amostras da água (1 litro cada) e 

quatro amostras do sedimento (1 litro cada).  Para a coleta de sedimento no fundo do lago foi 

utilizado um coletor tipo Van Veen.  

Todas as amostras foram acondicionadas em frascos de polipropileno estéreis e 

transportadas para o laboratório sob refrigeração, sendo em seguida processadas em até 24 horas 

após as coletas. 
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Tabela 1 – Localização por GPS dos pontos de coleta e tipo de amostras coletadas na mina de 

urânio   

 

Número Local Tipo de 

amostra 

Localização GPS 

1 BIA ponto 1 água  21º57’27.8S 

46º30’37.3W 

2 BIA ponto 2 Solo 27º57’28.2S 

46º30’37.5W 

3 BF-8 ponto 3 Solo 21º57’23.6S 

46º30’33.8W 

4 BF-8 ponto 4 Solo 21º57’14.4S 

46º30’33.1W 

5 BF-8 ponto 5 Solo 21º56’48.4S 

46º30’21.5W 

6 Duca ponto 6 (ET)* Sedimento 21º57’24.4S 

46º30’29.9W 

7 Duca ponto 7 Solo 21º56’55.8S 

46º30’12.2W 

8 Duca ponto 8 Solo 21º56’48.8S 

46º30’13.2W 

9 Cava (borda) ponto 9 Solo 21º56’48.9S 

46º29’50.4W 

10 Cava (lago) ponto 10  Água   21º56’44.1S 

46º29’52.5W 

11 Cava fundo lago ponto 

11   

Sedimento Mesmo local da 

água ponto 10 

12 Cava (lago) ponto 12 Água   21º56’46.4S 

46º29’57.7W 

13 Cava fundo lago ponto 

13 

Sedimento Mesmo local da 

água ponto 12 

14 Cava (lago) ponto 14 Água   21º56’50.0S 

46º30’06.3W 

15 Cava fundo lago ponto 

15 

Sedimento Mesmo local da 

água ponto 14 

16 BF4 ponto 16 Solo 21º56’32.7S 

46º29’19.3W 

17 BF4 ponto 17 Solo 21º56’27.0S 

46º29’21.8W 

18 BF4 ponto 18 Solo 21º56’27.5S 

46º29’23.9W 

19 BNF ponto 19 Água   21º56’27.6S 

46º29’23.9W 

20 BNF ponto 20 Água  21º56’25.4S 

46º29’22.8W 

                 *ET= Estação de Tratamento 
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3.2 Caracterização química das amostras 

 

A análise qualitativa e quantitativa de urânio nas amostras foi realizada no Centro de 

Química e Meio Ambiente do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (CQMA/IPEN-

SP). 

A caracterização química foi realizada a fim de verificar em quais condições os fungos 

isolados da mina estariam crescendo.  

As amostras de água foram analisadas pela técnica analítica de Espectrometria de 

Emissão Óptica com Plasma de Argônio (ICP OES) e as de solo e por Espectrometria de 

Fluorescência de Raios X por Dispersão de Comprimento de onda (WDXRF).  

Os resultados foram confrontados com os valores máximos permitidos (VMP) pela 

Resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA 357/2005). 

 

3.3 Atividade de água do solo (Aa) e pH das amostras de água 

 

A determinação da atividade da água (Aa) das amostras de solo da área impactada foi 

realizada utilizando o aparelho AQUALAB CX-2, Decagon Devices Inc (Pullman WA, EUA). 

O pH das amostras de água foi verificado no momento da coleta por peagâmetro digital (Kasvi). 

 

3.4 Isolamento de fungos de solo, água e sedimento 

 

Para isolamento de fungos da água e do sedimento, 1 mL de cada amostra foi diluído em 

9 mL de água destilada estéril, obtendo-se assim, a diluição 10-1. A partir desta foram 

preparadas diluições decimais sucessivas até 10-5. Para isolamento de fungos do solo foram 

diluídas 10g de cada amostra em 90 mL de água destilada estéril (diluição 10-1), assim foi 

realizada a técnica de diluição seriada até 10-5.  

Todas as diluições foram adicionadas em placas de Petri (90x15) contendo 2 tipos 

diferentes de meio de cultura, a saber: PDA (ágar batata dextrose) e PDA + Ácido tartárico 

3,5% (para acidificar o meio). Todas as análises foram feitas em Triplicata. De cada diluição 

foi retirada, uma alíquota de 0,1 mL e realizada a inoculação na superfície do meio solidificado, 

com o espalhamento executado através da técnica de esgotamento em estrias. As placas foram 

incubadas a 25 °C, durante 10 dias. Foi realizada a quantificação dos fungos expressa em 

unidades formadoras de colônias por grama (UFC/g) para amostras sólidas e UFC/mL para 
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amostras líquidas (CLESCERI, 1998; SILVA; JUNQUEIRA, 1995). Os fungos isolados foram 

mantidos/cultivados em tubos com meio PDA.  

 

3.5 Identificação dos fungos isolados 

 

3.5.1 Identificação morfológica dos fungos 

 

A identificação morfológica (macroscópica) dos fungos foi realizada pela técnica de 

colônia gigante, inoculando-se 10 μL de suspensão dos fungos no centro de placas de Petri 

contendo 20 mL de meio de cultura sólido (PDA) e em seguida mantidas em estufa a 25 °C. 

Após o crescimento dos fungos foram observadas as características de cor, tamanho e textura 

das colônias. A identificação microscópica dos fungos foi realizada pela técnica de microcultivo 

em lâmina proposta por Riddell (1950), descritas a seguir. No interior da placa de Petri forrada 

com papel de filtro, foi disposta uma lâmina de vidro sobre um bastão de vidro em “U”. Este 

conjunto foi esterilizado em autoclave a 121 oC por 15 minutos. Uma parte de 1 cm3 do meio 

PDA foi depositada sobre a lâmina. Com auxílio de alça de níquel cromo em “L”, os fungos 

foram semeados em torno do meio de cultura e o papel de filtro umedecido com água destilada 

estéril, visando auxiliar no crescimento fúngico e na fixação dos órgãos vegetativos e 

reprodutivos dos fungos. As estruturas morfológicas microscópicas dos fungos foram então 

identificadas de acordo com os compêndios de Arx, (1974), Barron, (1972), Kozakiewicz, 

(1989), Pitt & Hocking, (2009). 

 

3.5.2 Identificação molecular das espécies fúngicas 

 

3.5.2.1 Extração de DNA ribossomal (DNAr) 

 

O DNAr foi extraído e purificado diretamente das colônias fúngicas a partir do cultivo 

em Yeast Extract Sucrose ágar  (ágar YES) (ABDOLLAHI; BUCHANAN, 1981; DEGOLA et 

al. 2007), seguindo o protocolo do kit PrepMan Ultra® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, 

EUA). Para tal, os isolados foram inoculados em ágar YES e cultivados por até 7 dias em estufa 

a 25 °C, em seguida, com o auxílio de um bisturi, um fragmento de micélio de aproximadamente 

0,5 cm2 foi recortado da periferia da colônia. O ágar foi então removido e o micélio transferido 

para um microtubo de 1,5 mL contendo 300 µL de PrepMan Ultra®. O microtubo foi agitado 
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em vórtex por um minuto e colocado em banho maria a 100 °C por 15 minutos e centrifugado 

por 7 minutos a 14000 rpm em temperatura ambiente. Após o sobrenadante foi transferido para 

outro microtubo de 1,5 mL e armazenado a -4 °C para realização da quantificação e Reação de 

Polimerase em Cadeia (PCR).  

 

3.5.2.2 Diluição do DNA 

 

Para os testes de quantificação, o DNA extraído foi diluído 1:50 em água Milli-Q e 

quantificado em NanoDrop™ 2000c (Thermo Scientific Waltham, MA, EUA) em comprimento 

de onda de 260 nm, foi então realizada a medida da absorbância no comprimento de onda de 

280 nm para verificar a presença de proteínas e calcular a pureza do DNA através da razão entre 

densidade óptica (DO) A260 nm e A280 nm (DO260/DO280) (SAMBROOK; FRITSCH; 

MANIATS, 1989). O DNA foi diluído a 40 ng/µL para realização da PCR. 

 

3.5.2.3 Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) 

 

Para a PCR foram utilizados microtubos de 0,2 mL. Os fragmentos da região ITS de 

rDNA e o gene beta-tubulina (BenA) foram amplificados com os primers ITS1 (5' TCC GTA 

GGT GAA CCT GCG 3') e ITS4 (5' TCC TCC GCT TAT TGA TAT 3') e Bt2a (5’ GGT AAC 

CCA ATC GGT GCT GCT TTC 3’) e Bt2b (5’ ACC CTC AGT GTA GTGACC CTT GGC 

3’), respectivamente (VISAGIE et al. 2014; WHITE et al. 1990). A PCR foi realizada com 12,5 

µL de PCR Master Mix (Promega, San Luis Obispo, CA, EUA), 6,5 µL de água Milli-Q, 2 µL 

de DNA (40 ng) e 2 µL (20 pmol) de cada primer (Prodimol Biotecnologia, MG, Brasil) para 

um volume final de 25 µL.  

O programa de amplificação incluiu uma denaturação inicial (94 ºC por 3 min), seguido 

por 35 ciclos de denaturação (94 ºC por 1 min), anelamento a 57 °C (ITS) e 55 ºC (benA) por 1 

min, e extensão a 72 ºC 1 min (VISAGIE et al. 2014). Ao final da amplificação uma etapa de 

extensão 72 °C por 5 min foi incluída.  

Após a realização da PCR, todas as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose para verificar a eficiência da amplificação. O gel de agarose foi preparado a uma 

concentração de 1,2% de agarose em solução de TAE 1x (Tris Acetato EDTA) acrescidos de 

Gel Red (Biotium, Hayward, CA, EUA) ou Sybr Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (1 µL 

a cada 10 mL de gel). Para aplicação das amostras nos poços do gel, 3 µL das amostras foram 
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previamente coradas com azul de bromofenol (2 µL) e aplicados 3 µL em cada poço. O gel foi 

submetido a 100 volts a 400 mA por 1 hora. Como referência, para confirmar o tamanho dos 

fragmentos, adicionamos 6 µL de DNA Ladder 1000 pb (Invitrogen), preparados na proporção 

de 1:5 (DNA Ladder: corante que acompanha, v/v) no primeiro poço de cada linha. 

 

3.5.2.4 Purificação do produto da PCR 

 

A purificação do produto da reação de PCR tem como objetivo a remoção de iniciadores, 

dNTPs, enzimas e sais dos produtos de PCR que possam interferir na reação de sequenciamento. 

Para isso, utilizamos o kit QIAquick PCR purification (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo 

as instruções do fabricante.  Após a purificação, realizamos a quantificação dos produtos de 

PCR em NanoDrop™, onde também verificamos a pureza dos produtos de PCR purificados. 

Para a etapa de sequenciamento, utilizamos apenas amostras com valores de pureza maior ou 

igual a 1,80, caso contrário a etapa de PCR era repetida (BAQUIÃO et al. 2012). 

  

3.5.2.5 Reação de sequenciamento 

 

Os produtos de PCR purificados foram sequenciados bidirecionalmente (forward e 

reverse) utilizando o kit Big Dye Terminator v3.1. Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Os 

iniciadores utilizados foram os mesmos utilizados na PCR. A reação foi realizada com a 

seguinte ciclagem: 25 ciclos de 95 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 

minuto. Após a ciclagem de sequenciamento, o produto foi precipitado a fim de retirar o excesso 

de possíveis interferentes. Imediatamente antes de a placa ser colocada no sequenciador, os 

fragmentos foram denaturados com 10 µL de formamida HiDi (Applied Biosystems) 

adicionados em cada poço da placa que foi então vedada, homogeneizada por 20 segundos em 

vórtex, seguido de spin e incubada a 94 °C por 3 minutos e choque térmico em gelo por 5 

minutos (WHITE et al. 1990).  

 

3.5.2.6 Separação eletroforética 

 

Foi realizada a separação eletroforética em capilar por um sequenciador ABI Prism 3100 

(Applied Biosystems), utilizando POP6 (Applied Biosystems) e tampão TAE 1x durante 54 °C 

por 30 minutos, 1300 volts, com laser de potência de 25%. Sequências consenso obtidas foram 
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editadas usando o programa Sequencher versão 4.1.4 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, 

MI, EUA). As sequências encontradas foram pesquisadas no BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov) 

e MycoBank (http://www.mycobank.org/) (ALTSCHUL et al. 1990) de forma a confirmar 

identificações preliminares. As sequências dos contigs foram depositadas no banco de dados 

GenBank.  

 

3.5.2.7 Análise dos dados e árvore filogenética  

 

Todas as sequências foram salvas em arquivo no formato FASTA e os nucleotídeos foram 

então alinhados no software MUSCLE incluído no programa MEGA 7.0.26. A árvore 

filogenética (algoritmo Neighbor-joining) foi construída com máxima verossimilhança 

utilizando a análise de bootstrap com 1000 réplicas e como modelo Kimura  2 parâmetros, para 

verificar a distância filogenética entre as sequências (YILMAZ et al. 2014). As árvores foram 

editadas utilizando o programa Adobe Photoshop CC 2018®. 

 

3.6 Índice de tolerância ao urânio (U-IT), concentração inibitória mínima (CIM) e índice de 

velocidade de crescimento micelial (IVCM) 

 

Inicialmente, os fungos isolados foram inoculados em placas com PDA e colocados em 

estufa a 25 ºC por 7 dias, logo após foram realizados os testes de índice de tolerância (IT), 

concentração inibitória mínima (CIM) e índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM). 

A tolerância dos fungos ao urânio pode ser realizada através de dois testes, índice de 

tolerância ao metal pesado (U-IT), quando esse valor é reduzido indica diminuição de 

crescimento do organismo devido ao estresse causado pelo metal pesado; e concentração 

inibitória mínima (CIM) que verifica os fungos com melhor resistência ao urânio (ANAHID; 

YAGHMAEI; GHOBADINEJAD, 2011; ZAFAR; AQIL; AHMAD, 2007).  

Para verificar o Índice de tolerância ao metal pesado (U-IT), após o crescimento dos 

fungos, uma alíquota de conídios do isolado foi retirada com uma alça de platina e inoculada 

em uma solução tampão fosfato-salino (PBS) e adicionado 0,1 mL de tween 80, com pH 

corrigido para 7,2. A contagem de conídios foi realizada em câmera de Neubauer e o número 

ajustado para 1x105 conídios/mL (ASSUNÇÃO et al. 2015). Para os fungos que não 

apresentaram produção de conídios, retiramos de forma estéril discos de 5mm de diâmetro de 

micélios e utilizamos nos experimentos (JO et al. 2009).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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O volume de 10 µL de suspensão de conídios foi inoculado no centro de placas contendo 

PDA, suplementadas separadamente na concentração de nitrato de urânio de 100 ppm e controle 

(sem o metal), as placas foram então colocadas em estufa a 25 ºC durante 7 dias. Assim, o U-

IT foi calculado medindo o raio de extensão da colônia submetida ao tratamento em cm e 

dividindo esse valor pelo raio de extensão da colônia controle (meio PDA sem o metal pesado). 

Para a análise da concentração inibitória mínima (CIM), a suspensão de conídios de cada 

fungo foi inoculada em placas de PDA suplementadas com concentrações de 0, 100, 500, 1000, 

2000, 4000 e 8000 mg/kg de urânio e placas controle (sem suplementação de metais), o pH do 

meio foi corrigido para 5,6. A CIM foi definida como a menor concentração do metal pesado 

que inibiu o crescimento visível do fungo analisado. 

Para avaliar o Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), foi realizada a 

inoculação de 10µL da suspensão de conídios no centro das placas suplementadas com urânio 

nas concentrações de 0, 100, 500, 1000, 2000 mg/L de urânio, a medição do diâmetro das 

colônias foi realizada a cada 24 horas durante os 7 dias de incubação. Os valores obtidos foram 

utilizados no cálculo do índice de velocidade de crescimento micelial (DIAS et al. 2005). 

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. 

Todos os testes foram feitos em triplicata e adaptados de acordo com os trabalhos 

realizados por Akhtar et al. 2013; Anahid et al. 2011; Fazli et al. 2015; Reisinger et al. 2008). 

 

3.7 Teste de biossorção com biomassa viva  

 

O teste de biossorção com biomassa viva foi realizado com objetivo de verificar se os 

fungos com melhor índice de tolerância e resistência ao urânio apresentavam também melhor 

capacidade de remoção de urânio das amostras de água. Assim, utilizamos os parâmetros de pH 

(3,5) e temperatura (25 ºC) próximos aos encontrados nas bacias formadas na área da mina. 

 

3.7.1 Preparação de biomassa viva  

 

Todos os fungos isolados em meio PDA foram também cultivados em meio líquido (caldo 

batata), visando a obtenção de biomassa viva. Para isso, frascos de erlenmeyers de 250 mL 
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contendo 150 mL de caldo batata (Kasvi), foram previamente esterilizados em autoclave a 121 

ºC por 15 minutos, em seguida 1 cm2 dos micélios fúngicos foram transferidos para os frascos. 

Os erlenmeyers foram mantidos sob agitação em agitador orbital horizontal com incubadora, 

numa faixa de temperatura de 25 ºC a 150 rpm por 7 dias. Após o crescimento da biomassa 

fúngica, os frascos foram centrifugados e a biomassa foi separada do meio líquido por filtração, 

foi utilizado um filtro de papel e a biomassa foi lavada 5 vezes com água Milli-q (AHMAD; 

ZAFAR; AHMAD, 2005; SANA; ROOSTAAZAD; YAGHMAEI, 2015; VOLESKY; MAY-

PHILLIPS, 1995). 

 

3.7.2 Contato da biomassa viva com o urânio  

 

Após a obtenção da biomassa, uma solução estoque de 100 mg/L de nitrato de urânio foi 

preparada, o pH da solução foi ajustado para 3,5, próximos aos encontrados na área da mina, 

utilizando hidróxido de sódio (NaOH) e ácido clorídrico (HCl), a medição foi realizada com 

medidor de pH digital (Kasvi). A biomassa viva foi pesada (0,2 g) e adicionada a tubos cônicos 

tipo falcon estéreis de 50 mL com 10 mL da solução estoque. Os tubos foram colocados em 

agitador orbital horizontal a 150 rpm durante 1 hora a 25 ºC. Após o processo de agitação, 10 

mL da solução foram filtrados a vácuo através de membrana SFPES 0,2 µm (Allcrom) 

(SALVADORI et al. 2014; VOLESKY; MAY-PHILLIPS, 1995). 

A concentração do metal na solução filtrada foi determinada pela técnica analítica de 

espectrometria de emissão óptica com plasma de argônio (ICP OES) no Instituto de Química e 

Meio Ambiente/IPEN, todos os testes foram feitos em triplicata.  

 

3.7.3 Identificação de urânio na célula fúngica 

 

A identificação de urânio na superfície da célula fúngica foi realizada através da técnica 

de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) (BOZZOLA; RUSSELL, 1998). 

 

3.8 Análise estatística  

 

Para análises dos resultados obtidos foram utilizados os programas Excel e OriginPRO 8, 

com Análises de Regressão, coeficientes de correlação e extensões dessas técnicas 

(PIMENTEL-GOMES, 2009). 
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3.9 Fluxograma de atividades 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 Caracterização química das amostras  

 

Os resultados obtidos nas análises do pH das amostras de água da CAVA e bacias BIA e 

BNF revelaram valores entre 3,16 e 3,48 (quadro 2), abaixo daqueles recomendados pelo 

CONAMA (resolução 430/11), sobre lançamentos de efluentes lançados por indústrias. 

Segundo o referido órgão, o pH muito ácido é um facilitador da solubilização dos metais 

pesados existentes nas pilhas de rejeitos. 

Em relação as concentrações de Urânio nas amostras de solo, água e sedimento, nossos 

resultados demonstraram níveis entre 58 a 268 mg/kg (solo); 1,05 a 4,46 mg/L (água) e 283 a 

488 mg/kg (sedimento) (Quadro 2). 

 No Brasil, em relação ao solo e sedimento, não existe até o momento qualquer resolução 

que estabeleça limites máximos para a concentração de urânio. Na literatura consta somente os 

limites aceitáveis de urânio no solo estabelecidos pelo Conselho Canadense do Meio Ambiente 

(CCME, 2007), que estabelece o limite máximo de urânio nas áreas agrícolas, residenciais e 

industriais de 23, 23 e 300 mg/kg, respectivamente. No Brasil, estudos realizados no Estado de 

Pernambuco, revelaram altas concentrações de urânio (300 mg/kg) no solo, porém trata-se de 

urânio natural, isto é, formação do complexo urânio-fosfato insolúvel (SILVA; SOUZA; 

AMARAL, 2003). 

As amostras de água das bacias (BIA, CAVA e BNF) revelaram níveis de concentração 

de urânio até 200 vezes acima do valor máximo permitido (VMP) pela legislação brasileira 

(CONAMA nº 357/2005) que é 0,02 mg/L, para água doce (CONAMA, 2018). Comparando-

se os níveis máximos estabelecidos pela legislação brasileira com as de outros países, constata-

se que os valores são muito similares, variando de 0,01 a 0,03 mg/L no Canadá, Alemanha e 

Estados Unidos (BANNING et al. 2017; NAVRATIL, 2001; WEIR, 2004). Vale salientar que 

mesmo em pequenas concentrações o urânio pode ser tóxico aos organismos. Segundo o guia 

de diretrizes da qualidade de água potável da Organização Mundial da Saúde (OMS), para 

urânio o limite permitido em água potável é de 0,015 mg/L (WHO, 2016). 
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Quadro 2 - Caracterização química (pH e concentração de urânio) das amostras de solo, água e 

sedimento da mina de urânio Osamu Utsumi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) A concentração de urânio está representada em média e 

desvio padrão. 

b) <50= Limite de quantificação da técnica (50 mg/kg). 

 

No Brasil, estudos recentes no rio das Antas, local onde é despejada a água proveniente 

do tratamento químico na mina Osamu Utsumi, revelaram, mesmo após o tratamento, níveis 

elevados de metais pesados. Em 2012, estudos realizados pelo CNEN, revelaram níveis de 

urânio 0,3 mg/L (CNEN, 2012). Posteriormente, Ferrari et al. (2017)  detectaram níveis de 

Urânio, em análises realizadas em 2014, de 0,082 mg/L.  

É bastante complicado relacionar os efeitos do urânio na saúde humana, pois a maioria 

dos estudos sobre toxicidade renal e valores de referência foram realizados em modelo animal, 

principalmente em camundongos. Em humanos os efeitos biológicos sugerem forte relação 

entre doenças e a exposição crônica ao U presente na água (FPTCD, 2017). 

Pesquisas realizadas na Alemanha e nos Estados Unidos indicam uma forte relação entre 

o consumo de água com altas concentrações de urânio e o aumento na incidência de vários tipos 

de câncer como de pulmão, colorretal, rins, próstata, tireoide assim como leucemia (BANNING 

et al. 2017; RADESPIEL-TRÖGER; MEYER, 2013; WAGNER et al. 2011).  

 

 

   

Amostras Local 
Concentração U 

(mg/kg ou mg/L)
a
 

Solo BIA 58±10 

Solo BF8 <50b 

Solo BF4 <50 

Solo CAVA 245±30 

Solo CAVA 157±20 

Solo CAVA 157±20 

Água  

(pH 3,16) 
BIA 

3,69±0,03 

Água  

(pH 3,39) 
CAVA 

1,05±0,02 

Água  

(pH 3,38) 
CAVA 

1,05±0,02 

Água  

(pH 3,34) 
CAVA 

1,05±0,02 

Água  

(pH 3,48) 
BNFs 

4,46±0,08 

Sedimento DUCA 268±30 

Sedimento CAVA 488±30 

Sedimento CAVA 577±30 

Sedimento CAVA 283±30 
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4.1.2 Efeitos da drenagem ácida de mina 

 

Em nossos estudos, a análise de caracterização química das amostras demonstrou 

claramente os efeitos da drenagem ácida de mina e lixiviação. O processo pode ser observado 

na figura 8.  

As amostras de solo, provenientes das montanhas de rejeitos (bota-foras 4 e 8), 

apresentaram as menores concentrações de urânio quando comparadas com as amostras de solo 

das bordas das cavas, representadas no por BIA, CAVA. Portanto, essas amostras coletadas de 

regiões mais baixas (bordas das cavas) estão mais propensas a acumular urânio vindo dos bota-

foras. Por sua vez, na água, verifica-se uma diminuição na concentração de urânio nas amostras, 

sugerindo que os sedimentos provenientes da pilha de rejeitos podem se agregar ao urânio na 

água e precipitar no fundo do lago formando sedimento. Este fato justifica as maiores 

concentrações de urânio no sedimento. Tais achados vem ao encontro dos conceitos básicos 

dos processos de drenagem ácida de  mina e lixiviação postulados por Lyew & Sheppard, 

(1997); Nóbrega et al. (2008). 

 

Figura 8 - Concentração de urânio nas amostras de solo, água e sedimento. O gráfico indica o 

possível efeito da drenagem ácida de mina 

 

                        U= urânio; BF= bota-foras 
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A figura 9 demonstra os escoadouros (valas) construídos em toda área da mina, 

principalmente ao redor dos bota-foras, com o objetivo de “conter” a água da drenagem ácida 

de mina. A água ácida proveniente das pilhas de rejeitos (Figura 10) é desviada para a cava ou 

bacias (Figura 11) que foram construídas na área da mina. Quando as bacias estão inundadas a 

água é bombeada para a estação de tratamento da mina de urânio, onde serão tratadas pelos 

processos químicos antes de serem despejadas no Ribeirão das Antas. 

 

Figura 9 - Escoadouros (valas) construídos ao redor das pilhas de rejeitos na minha de urânio 

Osamu Utsumi. 
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Figura 10 - Efluente proveniente da pilha de rejeitos bota-fora 4.  

 

 

          Água ácida produzida pela drenagem ácida de mina é escoada para bacia BNF. 
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Figura 11 - Água ácida proveniente da pilha de rejeitos Bota-fora 4 captada na bacia BNF. 

 

 

 

Estudos realizados em mina de urânio na Alemanha, demonstraram que a concentração 

de urânio na pilha de rejeitos (solo) foi de 275 mg/kg, enquanto na água subterrânea que seguia 

para o rejeito foi de 0,6 mg/L, porém, quando a água atingia os rejeitos a concentração de urânio 

na água aumentava para 707 mg/L. A água escorria para fora da pilha de rejeitos com uma 

concentração de 260 mg/L, esse processo demonstra que a lixiviação e a drenagem ácida de 

mina são importantes na contaminação de ambientes pelo urânio (RUFYIKIRI et al. 2004). 
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4.2 Diversidade fúngica 

 

Na presente investigação, o limite de detecção adotado para a contagem de colônias foi 

de 1x102 UFC/g ou UFC/mL, no solo, na água e no sedimento.  

O número de Unidades Formadoras de Colônias nas amostras variou de 13x102 a 22x106 

UFC/g no solo; de 0 a 5x103 UFC/mL, na água; e de 1x102 a 10x102 UFC/g, no sedimento. 

O maior grau de contaminação constatado nas amostras de solo (22x106 UFC/g), coletado 

na borda da cava da mina, pode ser atribuído aos elevados valores da atividade de água (média 

0,97).  Segundo Pitt & Hocking (1997) semelhante a outros organismos, os fungos são muito 

afetados pela disponibilidade de água. De acordo com Andersen et al. (2011)  não existe um 

valor ideal de Aa estabelecido para o crescimento de todas as espécies fúngicas. Entretanto, 

espécies dos gêneros Penicillium e Aspergillus são capazes de crescer em atividade de água 

variando entre 0,90 a 0,97 (RAMAKRISHNA; LACEY; SMITH, 1993). 

A ausência de crescimento fúngico nas amostras de água da bacia BIA e BNF2 pode, 

provavelmente, atribuída à acidez da água (pH médio 3,3). Segundo Plumridge et al. (2004) o 

pH ácido tem um papel importante na inibição de algumas espécies fúngicas. Segundo 

Gompertz et al. (2015) o pH ótimo para o crescimento de fungos filamentosos é próximo de 5, 

porém, podem crescer na faixa de pH entre 1,5 a 11. 

As altas concentrações de urânio nas amostras de sedimentos (Quadro 2) e o fato dessas 

amostras terem sido coletadas do fundo do lago ácido, o que reduz a concentração de oxigênio, 

podem ter interferido no isolamento dos fungos das amostras de sedimento (BABIČ et al., 

2017). 

 

4.2.1 Identificação dos isolados fúngicos  

 

Estudos morfológicos clássicos (macro e microscópicos) e moleculares (sequenciamento 

da região ITS) foram utilizados para a identificação dos fungos a nível de gênero e espécie. 

Como resultado, foram identificados 57 fungos de 14 gêneros diferentes.  

Pelas limitações associadas ao sequenciamento da região ITS, como a baixa cobertura no 

Blast e incongruência nos resultados, para identificação do gênero Penicillium, foi utilizado um 

segundo primer, a beta-tubulina, recomendado para confirmação da identidade das espécies do 

citado gênero (VISAGIE et al. 2014).  
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As sequências amplificadas foram consultadas na base de dados BLAST (NCBI) e os 

fungos isolados da mina de urânio Osamu Utsumi foram comparados com aqueles encontrados 

no GenBank (Quadro 3). 

No Blast, todos os fungos analisados apresentaram similaridade de 99 a 100% e e-value 

≤ 0 com relação as sequencias de nucleotídeos presentes existentes no banco de dados. 

Sequências de nucleotídeos dos fungos isolados foram depositadas na base de dados GenBank 

e os números podem ser acessados no quadro 3.  

Fungos do gênero Penicillim foram os mais isolados na área da mina Osamu Utsumi, 

sendo Penicillium piscarium a espécie mais prevalente.  

 

Quadro 3 - Identificação dos fungos isolados das amostras de solo, água e sedimento na mina 

de urânio Osamu Utsumi.  

 

Isolados Espécies 
Número de acesso GenBank. 

ITS / BenA 

USPMCT76 
Aspergillus sect. versicolores 

MH137656 

USPMCT130 MH137674 

 

USPMCT68 Talaromyces loliensis MH137651 
 

USPMCT42 

Talaromyces amestolkiae 

MH137642 

USPMCT63 MH137650 

USPMCT73 MH137654 

USPMCT109 MH137665 

USPMCT148 MH137680 

USPMCT165 MH137688 
 

USPMCT111 Tolypocladium album MH137667 
 

USPMCT72 
Trichoderma koningiopsis 

MH137653 

USPMCT127 MH137672 
 

USPMCT40 Trichoderma asperellum MH137640 
 

USPMCT53 

Purpureocillium lilacinum 

MH137646 

USPMCT129 MH137673 

USPMCT131 MH137675 
 

USPMCT69 Metarhizium robertsii MH137652 
 

USPMCT135 Bionectria ochroleuca MH137677 
 

USPMCT104 Pochonia chlamydosporia MH137664 
 

USPMCT156 Verticillium leptobactrum MH137684 
 

USPMCT136 Phoma cf. nebulosa MH137678 
 

USPMCT74 Umbelopsis ramanniana MH137655 
 

USPMCT54 Gongronella butleri MH137647 
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USPMCT47 Mucor cicirnelloides MH137644 
 

USPMCT43 Mucor fragilis MH137642 

 

USPMCT9 

Penicillium piscarium MH724302 

USPMCT13 

USPMCT16 

USPMCT19 

USPMCT21 

USPMCT26 

USPMCT79 

USPMCT88 

USPMCT99 

USPMCT114 

USPMCT132 

USPMCT153 

USPMCT169 

 

USPMCT62 

Penicillium pulvillorum MH724303 
USPMCT144 

USPMCT159 

USPMCT161 

 

USPMCT38 Penicillium ochrochloron MH724304 

 

USPMCT44 
Penicillium brasilianum MH724305 

USPMCT56 

 

USPMCT81 
Penicillium amphipolaria MH724306 

USPMCT102 

 

USPMCT94 
Penicillium ludwigii MH724307 

USPMCT124 

 

USPMCT23 
Penicillium janthinellum MH724308 

USPMCT152 

 

USPMCT110 

Penicillium citrinum MH724309 

USPMCT115 

USPMCT122 

USPMCT151 

USPMCT158 

USPMCT167 

Quadro 3. (continuação). 

A identificação foi realizada pelo sequenciamento da região ITS (ITS1 e ITS4) 

e gene beta-tubulina (BenA). 

 

As árvores filogenéticas de ITS e beta-tubulina das espécies fúngicas isoladas da mina 

Osamu Utsumi podem ser acessadas nas figuras 12 e 13, respectivamente. As sequências de 

amplicons da região ITS (rRNA) e da beta-tubulina foram altamente similares às sequências 

das respectivas espécies de fungos documentados no GenBank®. Assim, concluímos em nossos 

achados a homologia no grau de similaridade entre os fungos do banco de dados com nossos 

isolados. 
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Figura 12 - Árvore filogenética das espécies fúngicas isoladas da mina de urânio Osamu Utsumi 

(Começando por USPMCT+número). Filogenia do gene ITS. As cepas referências 

correspondentes foram incluídas na árvore.   
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Figura 12. (continuação). 
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Figura 13 - Árvore filogenética das espécies do gênero Penicillium isoladas da mina Osamu 

Utsumi (começando por USPMCT+número). Filogenia do gene beta-tubulina (BenA). As cepas 

referências correspondentes foram incluídas na árvore.  
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De maneira geral, os fungos filamentosos são frequentemente isolados em minas com 

altas concentrações de metais pesados (ambiente extremo) e água ácida, sendo muitos deles 

selecionados e testados para a obtenção da sua capacidade de biossorção e reação frente aos 

íons de metais pesados, para serem utilizados nos processos de biorremediação (EZZOUHRI et 

al. 2009; FERREIRA et al. 2010; SHAZIA; UZMA; TALAT, 2013; VAZQUEZ-CAMPOS et 

al. 2014). 

Espécies de Penicillium são estudadas pela sua alta habilidade para a degradação de 

compostos xenobióticos e acumulo de agentes poluentes, sendo esses fungos interessantes para 

os processos de biorremediação (LEITÃO, 2009). Vários autores tem utilizado Penicillium spp. 

isolados de minas de urânio em processos de biorremediação, pela sua alta capacidade de 

resistência e bioacumulação de urânio e outros metais pesados (LI et al. 2014; SANA; 

ROOSTAAZAD; YAGHMAEI, 2015).  

Outros gêneros fúngicos tais como Aspergillus, Trichoderma, Talaromyces, 

Tolypocladium, isolados de ambientes de mineração, são citados na literatura como resistentes 

aos metais pesados e as demais condições extremas, com alta capacidade de biorremediação 

(BAHOBIL et al. 2017; BENGTSSON et al. 1995; KATAR et al. 2017; SVECOVA et al. 

2006). Em condições de pH ácido (< 3) e altas concentrações de metais tóxicos, os fungos 

melanizados são descritos como os grupos mais prevalentes nesses habitats, ou seja, os mais 

frequentemente isolados, sendo a melanina responsável pela principal estrutura de proteção 

desses microrganismos (BAKER et al. 2004; CHAN et al. 2016; LÓPEZ-ARCHILLA et al. 

2004; SELBMANN et al. 2008). 
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4.3 Índice de tolerância (U-IT), Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e 

concentração inibitória mínima (CIM) dos isolados 

 

O índice de tolerância ao urânio (U-IT), índice de velocidade de crescimento micelial (U-

IVCM) e a concentração inibitória mínima (CIM) foram determinados para demonstrar o efeito 

do urânio sobre o crescimento dos isolados fúngicos. Esses estudos geralmente são realizados 

com o objetivo de selecionar a/ou as espécies apresentam maior potencial para os processos de 

biorremediação (DEL et al. 2016; EZZOUHRI et al. 2009; FAZLI et al. 2015; SHAZIA; 

UZMA; TALAT, 2013; ZUBBAIR, 2009). Todos os valores relacionados aos experimentos 

descritos podem ser analisados no quadro 4 – item 4.4. 

 

4.3.1 Índice de tolerância ao urânio (U-IT)  

 

Dos 57 fungos testados, 22 (38%) demonstraram índice de tolerância ao urânio ≥ 1 

(Figura 14). Dentre os fungos tolerantes temos 10 espécies do gênero Penicillium, destacando-

se 5 isolados de Penicillium citrinum. Outros 12 fungos tolerantes foram: Talaromyces e 

Aspergillus, 3 e 2 espécies, respectivamente, e Pochonia chlamydosporia, Umbelopsis 

ramanniana, Metarhizium robertsii, Gongronella butleri, Purpureocillium lilacinum, Mucor 

fragilis, Trichoderma asperellum cada uma com 1 espécie. Os resultados podem ser analisados 

no quadro 4 - Item 4.4. 

Portanto, na concentração de 100 mg/L de urânio utilizada no experimento, apesar de 

sobreviverem e crescerem, o urânio interferiu no crescimento dos 35 isolados restantes, 

considerados não tolerantes pela metodologia utilizada, já que o crescimento comparado ao 

controle (meio sem o metal pesado) apresentou um valor de U-IT menor que 1. 

Fungos foram isolados de rochas de fosfato com altas concentrações de metais pesados, 

esses foram considerados tolerantes à altas concentrações de urânio e também ótimos 

biosorventes de metais pesados (ABD EL HAMEED et al., 2015). 
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Figura 14 - Índice de tolerância ao urânio (U-IT) dos 57 fungos isolados da mina de urânio 

Osamu Utsumi.  

 

Fungos com U-IT ≥ 1 foram considerados tolerantes a 100 mg/L de urânio.    

 

A comparação entre os testes de tolerância dos fungos e o tipo de amostra (solo, água e 

sedimento), foi realizada com o objetivo correlacionar os 22 fungos tolerantes com as 

contaminações dos locais do isolamento. A comparação revelou que os fungos mais tolerantes 

foram isolados das amostras com maior concentração de urânio (Figura 15). 

 

Figura 15 - Relação entre os 22 fungos tolerantes (U-IT) com o tipo de amostra de onde foram 

isolados.   

 

 

22 ≥ 1  
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4.3.2 Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) 

 

As análises de velocidade de crescimento micelial (IVCM) geralmente são utilizadas para 

demonstrar em qual parâmetro é observado o melhor crescimento fúngico, como por exemplo, 

a temperatura. Em nossos estudos utilizamos a análise da IVCM para verificar os efeitos das 

diferentes concentrações de urânio na célula fúngica.  

Nossos resultados demonstraram que, apesar de terem sua velocidade de crescimento 

micelial reduzida em comparação ao controle, os isolados fúngicos continuaram crescendo em 

meios contaminados com urânio, mesmo em meio com concentrações acima de 100 mg/L de 

urânio. Porém, na maioria dos isolados houve uma pequena diferença na IVCM (cm/dia) 

quando comparados ao controle. Nas concentrações de 1000 mg/L de urânio pudemos observar 

que 1 isolado fúngico (código 158 Penicillium citrinum) teve o crescimento micelial inibido. 

Em concentrações de 2000 mg/L de urânio, 48 fungos apresentaram crescimento micelial, 

mesmo tendo o crescimento em cm/dia menor do que, em alguns casos, quando cresceram em 

concentrações mais baixas, apenas 9 fungos (código 62, 63, 81, 102, 111, 130, 136, 152, 158) 

apresentaram inibição da IVCM na maior concentração testada (Tabela 2).  

Quando comparados os resultados de U-IT com o IVCM, dos 9 fungos que tiveram 

velocidade de crescimento inibida em 2000 mg/L de urânio (igual a 0), apenas 2 deles (código 

152 e 158, Penicillium janthinellum e Penicillium citrinum, respectivamente) foram 

consideradas tolerantes ao urânio pela análise de índice de tolerância (U-IT).  

 

Tabela 2 - Velocidade de crescimento micelial (IVCM) dos 57 fungos isolados da mina Osamu 

Utsumi. 

 

   Média de IVCM em cm/dia  

Nº Código do 
fungo* 

IVCM 
(controle) 

IVCM 
(100mg/L) 

IVCM 
(500mg/L) 

IVCM 
(1000mg/L) 

IVCM 
(2000mg/L) 

1 9 0,6±0,05 0,6±0,05 0,4±0,04 0,3±0,02 0,2±0,01 
2 13 0,8±0,06 0,5±0,05 0,4±0,08 0,2±0,05 0,1±0,04 
3 16 0,7±0,03 0,6±0,06 0,4±0,05 0,2±0,03 0,1±0,01 
4 19 0,8±0,02 0,6±0,03 0,5±0,03 0,3±0,01 0,2±0,01 
5 21 0,5±0,02 0,3±0,02 0,3±0,03 0,2±0,04 0,1±0,01 
6 23 0,5±0,03 0,3±0,01 0,3±0,01 0,3±0,01 0,2±0,01 
7 26 0,8±0,03 0,5±0,04 0,5±0,07 0,3±0,01 0,1±0,01 
8 38 0,8±0,02 0,7±0,05 0,5±0,02 0,4±0,01 0,3±0,02 
9 40 1,3±0,03 1,2±0,05 0,7±0,01 0,5±0,02 0,1±0,01 

10 42 0,8±0,01 0,6±0,06 0,5±0,05 0,4±0,01 0,3±0,01 
11 43 1,3±0,01 1,2±0,02 1,2±0,01 0,6±0,04 0,5±0,04 
12 44 0,7±0,03 0,6±0,06 0,5±0,02 0,4±0,06 0,3±0,02 
13 47 0,6±0,05 0,5±0,04 0,4±0,03 0,3±0,01 0,3±0,03 
14 53 0,4±0,03 0,3±0,07 0,2±0,02 0,2±0,07 0,1±0,01 
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15 54 0,4±0,04 0,4±0,07 0,4±0,07 0,3±0,02 0,2±0,01 
16 56 0,7±0,03 0,7±0,03 0,6±0,01 0,4±0,01 0,3±0,01 
17 62 0,5±0,02 0,4±0,01 0,2±0,07 0,2±0,01 0 
18 63 0,4±0,05 0,3±0,06 0,2±0,03 0,1±0,01 0 
19 68 0,3±0,04 0,2±0,01 0,2±0,03 0,2±0,05 0,1±0,02 
20 69 0,3±0,03 0,3±0,03 0,2±0,06 0,2±0,06 0,2±0,01 
21 72 1,2±0,06 1,0±0,02 0,8±0,02 0,5±0,04 0,4±0,01 
22 73 0,4±0,02 0,4±0,03 0,3±0,04 0,3±0,03 0,2±0,02 
23 74 0,4±0,03 0,4±0,01 0,3±0,01 0,3±0,08 0,1±0,02 
24 76 0,3±0,05 0,3±0,04 0,2±0,06 0,2±0,03 0,1±0,02 
25 79 1,0±0,05 0,7±0,06 0,5±0,04 0,5±0,01 0,3±0,02 
26 81 0,3±0,01 0,1±0,04 0,1±0,01 0,1±0,01 0 
27 88 0,7±0,04 0,6±0,01 0,3±0,03 0,2±0,01 0,2±0,01 
28 94 0,7±0,06 0,6±0,02 0,5±0,02 0,4±0,01 0,3±0,01 
29 99 0,8±0,01 0,5±0,04 0,5±0,02 0,3±0,02 0,2±0,01 
30 102 0,3±0,01 0,2±0,07 0,1±0,01 0,1±0,03 0 
31 104 0,4±0,02 0,4±0,06 0,4±0,01 0,2±0,01 0,1±0,02 
32 109 0,6±0,02 0,5±0,02 0,4±0,08 0,3±0,01 0,3±0,03 
33 110 0,4±0,04 0,4±0,02 0,2±0,01 0,3±0,02 0,1±0,03 
34 111 0,4±0,06 0,3±0,04 0,3±0,05 0,2±0,01 0 
35 114 0,7±0,01 0,7±0,02 0,7±0,04 0,5±0,04 0,3±0,01 
36 115 0,2±0,04 0,2±0,01 0,2±0,03 0,2±0,04 0,1±0,01 
37 122 0,3±0,01 0,3±0,06 0,3±0,07 0,2±0,04 0,2±0,01 
38 124 0,4±0,06 0,3±0,06 0,2±0,02 0,2±0,04 0,2±0,04 
39 127 0,3±0,02 0,2±0,04 0,3±0,06 0,3±0,03 0,3±0,03 
40 129 0,3±0,03 0,2±0,04 0,1±0,04 0,1±0,02 0,1±0,03 
41 130 0,3±0,06 0,3±0,03 0,3±0,04 0,3±0,01 0 
42 131 0,4±0,05 0,3±0,04 0,3±0,06 0,3±0,04 0,2±0,03 
43 132 0,8±0,02 0,5±0,02 0,5±0,03 0,3±0,04 0,3±0,04 
44 135 0,6±0,02 0,5±0,04 0,4±0,04 0,3±0,01 0,3±0,01 
45 136 0,2±0,06 0,1±0,02 0,1±0,04 0,1±0,01 0 
46 144 0,6±0,03 0,5±0,01 0,5±0,01 0,4±0,01 0,4±0,01 
47 148 0,5±0,03 0,3±0,05 0,3±0,06 0,2±0,04 0,1±0,04 
48 151 0,3±0,05 0,3±0,05 0,4±0,03 0,3±0,05 0,2±0,01 
49 152 0,2±0,02 0,3±0,03 0,2±0,06 0,1±0,03 0 
50 153 0,7±0,04 0,5±0,01 0,4±0,02 0,2±0,03 0,2±0,01 
51 156 0,2±0,06 0,1±0,03 0,1±0,04 0,1±0,01 0,1±0,02 
52 158 0,1±0,04 0,1±0,01 0,1±0,03 0 0 
53 159 0,4±0,02 0,2±0,04 0,2±0,06 0,1±0,03 0,1±0,01 
54 161 0,5±0,03 0,3±0,02 0,3±0,01 0,3±0,02 0,3±0,01 
55 165 0,3±0,01 0,4±0,01 0,3±0,07 0,3±0,01 0,2±0,02 
56 167 0,3±0,07 0,3±0,01 0,2±0,02 0,2±0,01 0,1±0,03 
57 169 0,8±0,01 0,5±0,05 0,5±0,01 0,4±0,05 0,4±0,03 

*Código do fungo: o nome do fungo pode ser consultado no Quadro 3 (ítem 4.2.1). USPMCT+ código do fungo 

descrito. 

 

Em nossos experimentos constatamos que algumas espécies fúngicas produziram 

pigmentos escuros enquanto cresciam no meio contaminado com altas concentrações de urânio 

(Figura 16), sugerindo a presença de melanina, possivelmente produzida pelo fungo em resposta 

ao estresse causado pelo metal tóxico. 

Em ambientes extremos, com altas concentrações de metais, o estresse faz com que os 

fungos utilizem mecanismos de tolerância a toxicidade e assim sobreviverem. Uma dessas 

estratégias de sobrevivência é a diminuição do crescimento, onde se busca diminuir o consumo 

de energia e nutrientes. Outra estratégia é a produção de partículas orgânicas, de melanina e a 
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germinação de esporos, podendo o fungo persistir no ambiente por longos períodos (CHÁVEZ 

et al. 2015; MAGAN, 2007).  

Alguns estudos sugerem que um dos efeitos dos metais pesados nos microrganismos é a 

redução da sua taxa de crescimento (AYANGBENRO; BABALOLA, 2017).  Em fungos os 

efeitos dos metais pesados podem estar relacionados a diminuição da velocidade de crescimento 

micelial (BALDRIAN, 2003; GADD et al. 2001; GADD; GRIFFITHS, 1980; NEWBY; 

GADD, 1987). 

 

Figura 16 - Fungo código 42 (Talaromyces amestolkiae), crescendo em meio PDA 

suplementado com 0, 1000 e 2000 mg/L de urânio.  

 

 

       Fungo produziu pigmentos escuros nas altas concentrações testadas 

 

4.3.3 Concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Dos 57 fungos testados, nas concentrações de 1000 mg/L, 2000 mg/L, 4000 mg/L e   8000 

mg/L, houve inibição do crescimento de 1, 3, 11 e 17 fungos, respectivamente. Vinte e cinco 

fungos não tiveram o CIM definido, porque mesmo nas mais altas concentrações testadas (8000 

mg/L) eles foram capazes de crescer (quadro 4 – item 4.4). Não foi possível aumentar as 

concentrações devido a precipitação do metal no meio.  

Nossos experimentos demonstram que os fungos isolados da mina de urânio Osamu 

Utsumi são altamente resistentes ao urânio. Os fungos também demonstraram mudanças 

morfológicas, produção de pigmentos e halos ao redor das colônias, em meio de cultura 

suplementado com concentrações de urânio acima de 2000 mg/L (Figura 17).  
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Figura 17 – Mudanças morfológicas, produção de pigmentos e halos ao redor das colônias, nos 

isolados fúngicos cultivados em meio PDA suplementado com altas concentrações de urânio 

(2000 mg/L). 

 

 

         

 

De modo geral, os fungos apresentam alta resistência aos metais pesados, relacionada a 

sua habilidade de adsorver, bioacumular (intra ou extra celular), transformar (transformação da 

camada de valência), produzir pigmentos ou complexar metais pesados (FERREIRA et al. 

2010; ZAFAR; AQIL; AHMAD, 2007).  

As espécies fúngicas isoladas de locais contaminados, como minas de urânio, são mais 

resistentes aos metais pesados, em comparação com fungos da mesma espécie isolados de locais 

não contaminados. Portanto, torna-se necessário, nos processos de biorremediação, que o 

microrganismo utilizado seja isolado do próprio local contaminado (EZZOUHRI et al. 2009; 

FAZLI et al. 2015; FERREIRA et al. 2010). 

A produção de pigmentos pelos fungos causa mudança na coloração do meio e nos 

micélios, indicando que esses organismos estão precipitando os íons de metais pesados. A 



64 
 

 

 

produção de melanina, por exemplo, afeta diretamente a morfologia dos fungos, e é geralmente 

é relacionada a resposta dos fungos ao estresse causado pelos íons de metais pesados (BAN et 

al. 2012; BARROW; AALTONEN, 2001; GRUHN; MILLER, 1991). 

Os fungos isolados de ambientes extremos possuem alta capacidade de adaptação 

fisiológica e expressão genica, visando proteção ao estresse causado por íons de metais pesados 

presentes no ambiente (DHAR et al. 2013). Dessa maneira, podem se adaptar mais rapidamente 

ao ambiente contaminado, tornando mais eficiente o processo de biorremediação (FAZLI et al. 

2015). 

Fungos dos gêneros Aspergillus e Penicillium são descritos como  resistentes aos íons de 

metais pesados, e em sua maioria são mais resistentes ao urânio que as bactérias (MUMTAZ et 

al. 2013; ZAFAR; AQIL; AHMAD, 2007).  Recentes estudos realizados por  Fazli et al. (2015) 

e Liang et al. (2015)  demonstraram diminuição no crescimento de Aspergillus spp. causado 

pelo urânio, porém, constatou-se, nas hifas, precipitação do urânio e minerais contendo fosfato.  

Os resultados de U-IT, IVCM e CIM foram importantes e demonstraram que os fungos 

isolados da mina de urânio Osamu Utsumi adaptaram-se às altas concentrações do metal. As 

concentrações de urânio testadas em nossos experimentos (100 a 8000 mg/L)  foram acima das 

concentrações constatadas em diversos locais do mundo, como por exemplo, a contaminação 

de água em algumas cidades dos Estados Unidos (0,03 a 9 mg/L) (NAVRATIL, 2001) ou em 

amostras de solo em Portugal (64-252 mg/kg) (NEVES; ABREU, 2009). 

 

4.4 Teste de biossorção  

 

Após os fungos serem submetidos aos testes de tolerância ao urânio, foram realizados os 

testes de biossorção. Utilizamos biomassa viva para verificarmos a capacidade dos isolados de 

remover o urânio da água.  

Nos testes de biossorção, todos os 57 fungos foram capazes de remover urânio da solução 

aquosa, porém, as concentrações do metal removidas foram diferentes para cada isolado fúngico 

(Figura 18). Em nossos experimentos, definimos como os melhores biossorventes àqueles que 

apresentaram q > 3, isso representa a quantidade de urânio removido (mg) por grama de 

biomassa fúngica. A porcentagem de remoção do urânio acima de 60% também foi um fator 

determinante.  

Entre as 11 espécies fúngicas que apresentaram alto potencial de biossorção de urânio na 

água, e que revelaram q>3, as espécies de Penicillium piscarium; Gongronella butleri; Phoma 
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nebulosa e Talaromyces amestolkiae foram as que mais se destacaram. Os resultados das 

análises de biossorção e o valor “q” de cada fungo podem ser acessados no Quadro 4. 

 

Figura 18 - Teste de biossorção dos 57 isolados fúngicos da mina de urânio Osamu Utsumi. 

 

 

 

O valor do coeficiente de correlação de Pearson, no estudo comparativo entre a tolerância 

ao urânio dos 57 fungos, com a capacidade de biossorção, revelou baixa correlação (0,1). 

Entretanto, 5 dos fungos isolados apresentaram ótimos resultados em todos os experimentos de 

resistência e biossorção. O código dos fungos são USPMCT 54, 79, 122, 124 e 165, 

identificados respectivamente como Gongronella butleri, Penicillium piscarium, Penicillium 

citrinum, Penicillium ludwigii, Talaromyces amestolkiae (quadro 4). 

Nossos resultados são muito interessantes, pois o pH menor que 4 reduz os processos de 

biossorção de metais pesados do ambiente. Os íons de hidrogênio competem com os íons de 

metais pesados pelos sítios de ligação na célula fúngica, ou seja, a redução das cargas negativas 

nos sítios de ligação resulta na inibição da ligação ao urânio (FARHAN; KHADOM, 2015). 

Resultados similares foram descritos em outros estudos de biossorção, onde o aumento do pH 

causou o aumento da remoção dos metais do ambiente (BARROS JÚNIOR et al. 2003; PANG 

et al. 2011; PATEL; CHANDEL, 2015).   

Alguns trabalhos demonstram que a biossorção de urânio por materiais biológicos foi 

considerada baixa em condições ácidas, devido a competição do H3O
+ com os íons de urânio 

nos locais de sorção (cargas negativas dos grupos funcionais carboxil e fosfato, por exemplo), 
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sendo a captação do urânio elevada com o aumento do pH (LIU et al. 2007; SOLAT; REZA; 

SOHEILA, 2014).  

Em estudos de biossorção de urânio, utilizando biomassas de Sarcharomyces spp e Mucor 

spp. revelaram percentuais de remoção do metal entre 40 e 55% (GUIBAL; ROULPH; LE 

CLOIREC, 1992; PANG et al. 2011; ZHENG et al. 2018).  

Em ambientes ácidos contaminados com urânio, a remediação torna-se um grande desafio 

principalmente quando o metal encontra em baixas concentrações. Sabe-se fungos são 

importantes na imobilização de pequenas quantidades de urânio dissolvido em água (OGAR et 

al. 2014). 

Fazli et al. 2015, utilizando vários fungos filamentosos para testes de bioacumulação de 

cádmio, demonstraram que os fungos conseguem acumular valores de 7 a 2 mg do metal por g 

de biomassa, resultados próximos aos obtidos em nosso experimento com urânio.   

Espécies de Penicillium são consideradas importantes na remoção de metais pesados 

como cádmio, zinco, chumbo e cobre (LEITÃO, 2009) e na remoção de urânio de ambientes 

contaminados (GALUN et al. 1983). A utilização de biomassa morta de P. citrinum foi eficaz 

na remoção de baixas concentrações de urânio em soluções aquosas, sendo que a capacidade 

de biossorção pelo fungo foi maior (127,3 mg/g) quando o pH da solução foi aumentado para 

6 (PANG et al. 2011). 

Diferentes parâmetros como os de pH, temperatura e tempo de contato são importantes 

nos testes para potencializar a remoção do metal do ambiente, melhorando o processo de 

biossorção. Os estudos também sugerem que a biomassa morta de espécies como Penicillium 

spp. apresentam ótimos resultados nos processos de biossorção de urânio meio aquoso (PANG 

et al. 2011; VERMA et al. 2013). 

Apesar de não existirem muitos manuscritos sobre biossorção utilizando o fungo 

Gongronella butleri, esse microrganismo apresenta alta quantidade de quitosana na parede 

celular, muitos estudos indicam que esse polímero é conhecido por ser o melhor adsorvente de 

metais pesados comparado a todos os outros polímeros até agora testados (HU et al. 2004), até 

o momento não encontramos trabalhos falando da utilização desse fungo na biossorção de 

urânio. 
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Quadro 4 - Resultados dos testes de resistência, tolerância e biossorção de urânio dos 57 fungos 

isolados da mina de urânio Osamu Utsumi 

 

Testes de Resistência e tolerância Amostra Teste de biossorção 

Nº Código 
U-TI (100 
mg/kg) 

CIM 
(mg/kg) 

Controle 
(mg/L) 

Media após 
contato (mg/L) E% q 

1 USPMCT9 0,70±0,01 8000 Sedimento 100 84,1±0,03 15,9 0,74 

2 USPMCT13 0,73±0,03 > Sedimento 100 87,5±04 12,5 0,57 

3 USPMCT16 0,94±0,02 8000 Sedimento 100 74,1±0,2 25,9 1,30 

4 USPMCT19 0,78±0,02 > Sedimento 100 22,6±0,2 77,4 3,87 

5 USPMCT21 0,76±0,01 > Sedimento 100 60,8±0,1 39,2 1,96 

6 USPMCT23 0,78±0,04 > Sedimento 100 72,8±0,2 27,2 1,36 

7 USPMCT26 0,73±0,02 > Água 100 77,2±0,3 22,8 1,14 

8 USPMCT38 0,93±0,01 > Solo 100 72,3±0,5 27,7 1,39 

9 USPMCT40 1,00±0,01 4000 Solo 100 61,4±0,2 38,6 1,91 

10 USPMCT42 0,83±0,03 > Solo 100 71,9±0,3 28,1 1,41 

11 USPMCT43 1,00±0,01 8000 Solo 100 65,2±0,4 34,8 1,74 

12 USPMCT44 1,02±0,01 4000 Solo 100 65,4±0,2 34,6 1,73 

13 USPMCT47 0,89±0,02 4000 Solo 100 66,4±0,4 33,6 1,68 

14 USPMCT53 1,30±0,04 4000 Solo 100 93,6±0,2 6,4 0,32 

15 USPMCT54 1,18±0,03 > Solo 100 26,9±0,2 73,1 3,66 

16 USPMCT56 1,02±0,02 > Solo 100 40,7±0,05 59,3 2,97 

17 USPMCT62 0,94±0,01 8000 Solo 100 35,1±0,3 64,9 3,25 

18 USPMCT63 0,71±0,03 4000 Solo 100 83,7±0,1 16,3 0,82 

19 USPMCT68 1,38±0,04 4000 Solo 100 87,2±0,2 12,8 0,64 

20 USPMCT69 1,21±0,05 4000 Solo 100 69,9±0,2 30,1 1,51 

21 USPMCT72 0,82±0,02 8000 Solo 100 86,8±0,5 13,2 0,66 

22 USPMCT73 1,07±0,01 4000 Solo 100 89,2±0,1 10,8 0,54 

23 USPMCT74 1,04±0,02 8000 Solo 100 89,9±0,1 10,1 0,51 

24 USPMCT76 1,28±0,02 2000 Solo 100 42,0±0,2 58,0 2,90 

25 USPMCT79 1,12±0,02 > Solo 100 23,0±0,4 77,0 3,85 

26 USPMCT81 0,50±0,01 > Solo 100 85,6±0,5 14,4 0,72 

27 USPMCT88 0,86±0,03 > Água 100 83,8±0,4 16,2 0,81 

28 USPMCT94 0,88±0,03 > Solo 100 31,0±0,1 69,0 3,45 

29 USPMCT99 0,77±0,01 > Solo 100 72,2±0,1 27,8 1,39 

30 USPMCT102 0,70±0,01 > Solo 100 41,4±0,2 58,6 2,93 

31 USPMCT104 1,12±0,01 8000 Solo 100 85,2±0,3 14,8 0,74 

32 USPMCT109 0,95±0,02 8000 Solo 100 48,6±0,05 51,4 2,57 

33 USPMCT110 1,53±0,02 > Solo 100 63,5±0,2 36,5 1,83 

34 USPMCT111 0,96±0,04 8000 Solo 100 78,2±0,1 21,8 1,09 

35 USPMCT114 0,98±0,04 8000 Sedimento 100 31,0±0,3 69,0 3,45 

36 USPMCT115 0,94±0,03 > Solo 100 62,7±0,5 37,3 1,87 

37 USPMCT122 1,37±0,01 2000 Água 100 36,0±0,2 64,0 3,20 

38 USPMCT124 1,00±0,02 8000 Solo 100 29,2±0,2 70,8 3,54 

39 USPMCT127 0,82±0,01 2000 Solo 100 43,1±0,1 56,9 2,85 

40 USPMCT129 0,73±0,01 8000 Solo 100 93,2±0,2 6,8 0,34 

41 USPMCT130 1,24±0,02 4000 Solo 100 67,4±0,5 32,6 1,63 

42 USPMCT131 0,83±0,03 8000 Solo 100 58,3±0,2 41,7 2,09 

43 USPMCT132 0,70±0,03 > Sedimento 100 50,4±0,4 49,6 2,48 

44 USPMCT135 0,98±0,02 8000 Solo 100 57,8±0,3 42,2 2,11 

45 USPMCT136 0,92±0,01 4000 Solo 100 38,0±0,1 62,0 3,10 

46 USPMCT144 0,98±0,02 > Solo 100 58,1±0,1 41,9 2,10 

47 USPMCT148 0,62±0,03 8000 Solo 100 47,3±0,03 52,7 2,64 

48 USPMCT151 1,40±0,02 4000 Solo 100 53,9±0,2 46,1 2,31 

49 USPMCT152 1,07±0,02 > Solo 100 43,0±0,1 57,0 2,85 

50 USPMCT153 0,71±0,03 > Solo 100 88,3±0,2 11,7 0,59 

51 USPMCT156 0,92±0,03 8000 solo 100 54,3±0,2 45,7 2,29 



68 
 

 

 

52 USPMCT158 1,20±0,01 1000 Água 100 82,4±0,1 17,6 0,88 

53 USPMCT159 0,65±0,01 > Solo 100 60,7±0,5 39,3 1,97 

54 USPMCT161 0,76±0,01 8000 Solo 100 81,3±0,3 18,7 0,94 

55 USPMCT165 1,68±0,02 > Solo 100 23,6±0,3 76,4 3,82 

56 USPMCT167 1,39±0,03 > Sedimento 100 50,7±0,1 49,3 2,47 

57 USPMCT169 0,71±0,01 > Água 100 20,8±0,3 79,2 3,96 

Código= código do fungo, que pode ser consultado no quadro 3 (item 6.2.1) ; U-IT= índice de tolerância ao 

urânio; CIM= Concentração inibitória mínima; > = CIM  não estipulado, maior que as concentrações testadas 

(8000 mg/kg); E%= porcentagem de metal removido; q= mg/ de urânio por grama de biomassa do fungo.   

 

 

 

4.4.1 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)  

 

As espécies de Penicillium spp. demonstraram ótimos potenciais para a biorremediação 

de urânio na água, portanto, após os processos de biossorção, utilizamos a biomassa do fungo 

Penicillium piscarium (código 79), que teve um q= 3.85 e uma porcentagem de metal removido 

de 77%, para realizarmos a microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

A MEV demonstrou que o fungo Penicillium piscarium foi eficiente em precipitar urânio 

na parede celular das hifas (Figura 19), a confirmação da presença de urânio na estrutura das 

hifas foi realizada através de EDS (espectroscopia de energia dispersiva) (Figura 21). Esses 

resultados foram similares aos trabalhos realizados sobre precipitação de urânio em biomassa 

fúngica de Liang et al. (2015).   

A precipitação de urânio na superfície da célula fúngica pode acontecer devido aos 

processos de biossorção ou biomineralização. O urânio pode aderir às estruturas da superfície 

celular ou formar minerais complexos, por exemplo, através da ligação com moléculas de 

fosfato (MAJUMDER; WALL, 2017). 

Os mecanismos de captação de urânio pela biomassa fúngica podem também estar 

relacionados à ligação do radionuclídeo aos grupos hidroxila, carboxila, amina e fosfodiéster 

(VAZQUEZ-CAMPOS et al. 2015) Tanto a biomassa viva como a biomassa morta de fungos 

podem ser utilizadas nos processos de biossorção, ambas geralmente exibem alta tolerância aos 

metais pesados e outras condições extremas como o baixo pH (ZAFAR; AQIL; AHMAD, 

2007). 
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Figura 19 - Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da biomassa viva do fungo Penicillium 

piscarium. A micrografia A mostra a biomassa do fungo que não foi exposta ao urânio, já a 

micrografia B são as hifas que foram utilizadas na biossorção cobertas pelo urânio (setas). As 

micrografias C e D são imagens ampliadas das hifas A e B, respectivamente.  
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Figura 19. (continuação) 
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Figura 20 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) identifica os elementos existentes nas 

hifas (biomassa não exposta ao urânio) 

 

 

 

Figura 21 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) identifica os elementos existentes nas 

hifas do fungo (biomassa exposta ao urânio). 

 

 

 



72 
 

 

 

4.5 Considerações finais 

 

De modo geral, nossos resultados sugerem que a capacidade de remoção de metais 

pesados não está relacionada à tolerância ou resistência do fungo ao urânio, fato que pode ser 

atribuído à diferenças entre os mecanismos de tolerância e captação do metal pesado (FAZLI 

et al. 2015; PAN; CAO; ZHANG, 2009). Entretanto, tendo em vista que 5 espécies fúngicas 

demonstraram ótimos resultados nos testes de resistência e biossorção, sugerimos que, além 

dos testes de tolerância/resistência, também sejam realizados testes de biossorção, a fim de 

selecionar os fungos com maior potencial para biorremediação. 
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5 CONCLUSÕES  

 

-A caracterização química das amostras de água revelou pH ácido (média de 3,3) 

concentrações de urânio até 200 vezes acima dos limites estabelecidos pela Legislação 

Brasileira (0,02 mg/Kg);  

-Os resultados da caracterização química das amostras de solo e sedimento revelaram 

altas concentrações de urânio, porém não existem limites estabelecidos pela Legislação 

Brasileira; 

-Os resultados da caracterização química das amostras de água, solo e sedimento 

revelaram os efeitos prejudiciais causados pela drenagem ácida de mina; 

-Apesar de apresentarem as maiores concentrações de urânio, foram das amostras de solo 

e sedimento que a maioria dos fungos filamentosos foram isolados;  

-Foram isolados e identificados 57 fungos, destacando-se o gênero Penicillim como o 

mais frequentes. Dentro do gênero, a espécie Penicillium piscarium foi a mais prevalente; 

-Dos 57 isolados fúngicos, 38% (22) foram tolerantes ao urânio. Desses fungos, 14 foram 

isolados das amostras de solo, onde as espécies de Penicillium citrinum foram as mais 

tolerantes; 

-O aumento das concentrações de urânio no meio reduziu a velocidade de crescimento 

micelial (IVCM) dos fungos isolados; 

 -Em relação a Concentração Inibitória Mínima (CIM), 56 (98%) fungos cresceram na 

concentração de 1000 mg/L. Vinte e cinco fungos (44%) não tiveram a CIM definida, pois 

cresceram nas maiores concentrações de urânio empregadas (8000 mg/L), demonstrando que 

os fungos isolados da mina Osamu Utsumi apresentam alta resistência ao urânio; 

-Os testes de biossorção de urânio do meio aquoso, utilizando biomassa viva dos fungos, 

demonstraram que 11 espécies fúngicas apresentaram alto potencial para biorremediação do 

metal, destacando-se as espécies de Penicillium piscarium; Gongronella butleri; Phoma 

nebulosa e Talaromyces amestolkiae.  

-A comparação entre os resultados de biossorção e tolerância/resistência sugere uma 

baixa relação entre resistência ao urânio e capacidade de biossorção. Portanto, o acumulo de 

urânio pelos fungos, de forma geral, nem sempre está relacionado com a maior 

tolerância/resistência ao metal pesado. 

-Dentre os 57 isolados fúngicos, 5 espécies se destacaram por apresentarem alta 

resistência ao urânio e ótimo potencial para remoção de urânio do meio aquoso, a saber: 
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Gongronella butleri, Penicillium piscarium, Penicillium citrinum, Penicillium ludwigii, 

Talaromyces amestolkiae. Portanto, esses fungos podem ser importantes como alternativa para 

os processos convencionais no tratamento de ambientes contaminados com urânio.  
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