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RESUMO

COELHO, E. A. A. Isolamento de fungos com potencial para biorremediagédo na mina de
urdnio Osamu Utsumi. 2019. 90p. Tese (Doutorado em: Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2019.

A mina Osamu Utsumi das industrias nucleares do Brasil (INB), localizada no municipio
de Caldas/MG, foi a primeira mina de extragdo de urénio no Brasil e teve suas atividades
encerradas em 1995. Desde entdo apresenta problemas de reabilitacdo das areas
contaminadas devido aos elevados niveis de contaminagdo de uranio. Neste sentido, a
biorremediacdo surgiu como tecnologia alternativa para a remediacdo de locais
contaminados com metais pesados. Assim, a presente investigagcdo teve como objetivo
geral isolar e caracterizar espécies fungicas resistentes ao urénio de solo, agua e
sedimento da mina de uranio Osamu Utsumi e avaliar a capacidade de remocéo de uranio
por esses microrganismos. O pH das amostras de &gua foi entre 3,16 e 3,48. A
concentragdo de uranio nas amostras foi de 58 a 268 mg/kg (solo), 1,05 a 4,46 mg/L
(4gua) e 283 a 488 mg/kg (sedimento). A média de atividade de agua (Aa) das amostras
de solo foi de 0,97. Das amostras analisadas, foram isolados e idenficados 57 fungos,
sendo o género Penicillium o mais prevalente. Nos testes de tolerancia, 38 % (22) dos
isolados fungicos foram considerados tolerantes ao uranio, com destaque para 5 isolados
de Penicillium piscarium. O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)
revelou crescimento de 48 fungos em elevadas concentracdes de uranio (2000mg/L). A
Analise da concentracdo inibitéria minima (CIM) demonstrou o crescimento de 25 fungos
em concentracdes de 8000 mg/L. Os testes de biossor¢ado, com biomassa viva dos fungos,
demonstraram que 11 espécies fungicas foram consideradas com alto potencial para
biorremediacdo do metal. Ao compararmos os testes de resisténcia/tolerancia com
capacidade de biossorcdo do metal, concluimos que os fungos isolados da mina Osamu
Utsumi com alto potencial para biorremediacdo de uranio foram Gongronella butleri,
Penicillium piscarium, Penicillium citrinum, Penicillium ludwigii, Talaromyces

amestolkiae.

Palavras-chave: Mina de urénio. Fungos. Biorremedia¢do. 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 Ciéncias Biomedicas, Universidade de Séo Paulo, S&o 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.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mineracéo

As atividades de mineracdo, realizadas de forma sustentavel, ainda sdo de extrema
importancia para o desenvolvimento econdmico. Oferecendo diversas fontes de matéria
prima para as industrias, a mineracao foi essencial para o processo interiorizacéo do pais.
A extracdo de minérios ajuda no equilibrio financeiro do Brasil, fazendo parte de mais de
5% do produto interno bruto (PIB) e, consequentemente, a geracdo de milhares de
empregos de maneira direta e indireta (IBRAM, 2015). Entretanto, as atividades de
mineracdo ainda sdo marcadas negativamente por apresentarem impactos na saude
publica, com danos locais, regionais e globais ao meio ambiente (SUH et al., 2017). De
forma geral, a extracdo de minérios causa impactos negativos como: supressdo da
vegetacao, exposicao do solo aos processos de erosdo, contaminagdo por metais pesados
de solo, 4gua, inundagdes, desmatamento entre outros problemas relacionados a essas
atividades (FERRARI, 2010).

Para reducdo de impactos causados pela atividade de mineracdo € necessario a
realizacdo de estudos levando em consideragédo todo o ciclo do processo de mineracao,
com a exploracdo mineral (pesquisa da jazida), desenvolvimento da mina, lavra e
exaustdo da jazida (onde se encerra 0 empreendimento) (CIPRIANI, 2002).

SO a partir dos anos 1970, apds a identificacdo de problemas relacionados as
escavacdes desenfreadas, que comegaram a surgir regulamentacfes das atividades de
mineracdo em varios paises do mundo (AGI, 2018). No Brasil, varias minas ja estavam
em atividade quando passou a vigorar o decreto n® 97.632 de 10 de abril de 1989, que
criou a obrigatoriedade na recuperacdo de areas degradadas, realizando o estudo do
impacto ambiental e apresentando o relatério ao 6rgdo ambiental competente (LIMA,;
FLORES; COSTA, 2006), porem varias empresas ndo seguiram essas regras.

A falta de regulamentagdes no passado e de fiscalizagBGes por 6rgdos competentes
dos processos de extracdo de minérios, podem estar diretamente relacionadas aos
problemas que enfrentamos atualmente com os rejeitos de mineragdo. Temos como
exemplo as tragédias ambientais de Mariana e Brumadinho em Minas Gerais, onde apos
a destruicdo das barragens de contencdo, toneladas de rejeitos de mineracdo acabaram

provocando destruicdo de locais e danos imensuraveis a vida e ao meio ambiente.



No Brasil, problemas relacionados a disposicao e tratamento de rejeitos sdo muito
frequentes, destacando-se entre as técnicas convencionais utilizadas para remediacdo a
remogdo do rejeito para um aterro ou simplesmente “tampar” e conter as areas
contaminadas no local. Essas alternativas apresentam desvantagens, na primeira podem
ocorrer problemas nas areas de escavacdao com o manuseio e disposicdo do material
perigoso além dos custos do processo, ja a segunda alternativa € uma solugédo provisoria,
visto que o material permanece no ambiente, 0 que exige monitoramento e manutencéo
das barreiras de isolamento entre outros custos e perigos (VIDALI, 2001).

Portanto, devemos considerar que as atividades de mineracdo apresentam pros e
contras, sendo necessarios estudos prévios sobre os impactos da extracdo de minérios,
adequada disposicéo e tratamento de rejeitos, visando reduzir os danos relacionados ao

extrativismo mineral.

1.2 Mina Osamu Utsumi, a primeira mina de extracao de uranio do Brasil

Apds a segunda guerra mundial e inicio da chamada guerra fria, iniciou-se uma
corrida visando deter o comércio de tecnologia e minerais provenientes da industria
nuclear (FETTUS; MCKINZIE, 2012). Durante o conselho de seguranca das nacOes
unidas (ONU), o Brasil deixou claro a possibilidade de atuar em conjunto com os Estados
Unidos, porém o representante do Brasil no conselho Almirante Alvaro Alberto da Mota,
entendeu que o plano Baruch (Propostas dos EUA para regulamentacdo e gestdo
internacional das atividades atbmicas) era uma restricao a soberania e seguranca nacional,
assim, através da alianca entre militares e cientistas surgiu o Conselho Nacional de
Pesquisas (CNPq), marcando o inicio da historia da energia nuclear no Brasil (MARIA;
ANDRADE, 2012)

Em 1959, iniciou-se a construcdo da mina de uranio Osamu Utsumi, com as
reservas calculadas em aproximadamente 17.200 toneladas de octoxido de triuranio
(U30g) ou “yellow cake” (SOUZA; SILVEIRA; PEREIRA, 2013). Localizada na regido
do planalto do municipio de Caldas/MG, a mina Osamu Utsumi das Inddstrias Nucleares
do Brasil (INB), a primeira mina de extracdo de minério de uranio do Brasil, esteve em
operacgdo de 1982 a 1995, com producdo total de 1.030 toneladas de urénio, bem abaixo
do que se esperava extrair (CIPRIANI, 2002; NOBREGA,; LIMA; LEITE, 2008).

Estima-se que os custos totais da implantacdo da mina foram de U$ 230 milhdes,

sendo a escavacao realizada pelo processo de decapagem. O formato circular da cava da



mina € de aproximadamente 1200 metros de diametro por 176 de profundidade (Figura
1) (CIPRIANI, 2002; FAGUNDES, 2008).

Figura 1 — Vista panoramica 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 obrigacdo fundamental imposta aos titulares de concessdo de
lavra no Brasil, com relacdo ao fechamento da mina, é que eles promovam a reabilitacdo
das areas impactadas pelas atividades de mineracdo de acordo com o PRAD (Plano de
Recuperacio de Areas Degradadas) previamente elaborado e aprovado pelo 6rgdo
governamental competente, porém, no caso da mina Osamu Utsumi, isso ndo aconteceu
pois a legislacdo sé entrou em vigor apds a mina estar em funcionamento (DUTRA et al.
2013).

Depois de identificado o problema causado pela extracdo de uranio na area da mina,
em fevereiro de 2004, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) juntamente com a Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN)
firmou um termo de referéncia para elaboracéo e apresentacdo do PRAD para o complexo
minero-industrial da cidade de Caldas/MG, operagdo voltada para tentar deixar as
condicGes da regido da mina o mais proximo possivel da existente antes do inicio da sua
implantacdo, com a remediacéo, reflorestamento, restauragéo do local (LIMA; FLORES;
COSTA, 2006; NOBREGA; LIMA; LEITE, 2008).

Com a auséncia de legislagOes rigorosas sobre a exploragcdo do minério no Brasil,
na época da implantacdo da mina de uranio, ndo houve um controle adequado na
disposicao de rejeitos (SOUZA; SILVEIRA; PEREIRA, 2013).



Durante a exploracdo da jazida de uranio, o material oriundo da decapagem da
mina, caracterizado inicialmente como estéril, era encaminhado aos locais conhecidos
como “bota-foras” (BFs), esses sdo chamados de BF-4 e BF-8 com volume de 12,4 e 14,8
milhGes de m?3 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 disposicao das pilhas de rejeitos originou a formagdo de montanhas de rochas
que podem estar diretamente relacionados a formacdo de drenagem é&cida de mina
(DAM), aumentando a concentracdo de metais pesados e radionuclideos em rios e lagos
na area da mina e proximidades (FAGUNDES, 2008).

1.2.1 Drenagem &cida de mina

O principal problema enfrentado pela INB-Caldas para recuperacao na regido onde
funcionava a mina é a drenagem acida de mina (DAM).

A DAM, é basicamente causada pela exposicao de rochas ao oxigénio. Quando a
agua da chuva, por exemplo, invade as pilhas de rejeitos de mineragdo, ocorre a interacao
entre oxigénio, agua e sulfetos metalicos, esse processo leva a formacdo de &cido
sulfurico. O acido sulfarico entdo dissolve os metais pesados das rochas, e a dgua acida



com metais (efluentes) se espalha por toda parte contaminando rios, lagos e lengois
fredticos, causando a morte de animais e plantas (Figura 3) (AKCIL; KOLDAS, 2006;
FAGUNDES, 2008).

Figura 3 — llustracdo mostra como ocorre a drenagem acida de mina (DAM)

A. Na mineragdo, pilhas de rochas s3o expostas ao oxigénio
B. A dgua penetra e entra em contato com as rochas

C. Oxigénio, agua e pirita reagem levando a formacao de acido sulfurico
dissolvendo os metais das rochas

D. Os efluentes da area da mina contaminam o ambiente, os metais
reagem com o oxigénio da agua dos rios modificando sua coloragdo

E. Animais e plantas sdo mortos pela drenagem acida de mina

Adaptado de Steve Thomas
Post-gazette

Os microrganismos ambientais podem também causar a oxidagdo dos sulfetos
metalicos (MARTINS et al. 2004). Na area da mina Osamu Utsumi, a grande
concentragdo de pirita (FeS2) nos Bota-foras é a principal responsavel pela acidez da agua
(SOUZA; SILVEIRA; PEREIRA, 2013).

A DAM pode gerar efluentes com altas concentragdes de metais pesados, a
formacédo de &cido sulfarico eleva a acidez da agua com pH entre 2 e 3, solubilizando
metais pesados e radionuclideos, comprometendo a qualidade dos recursos hidricos da
regido afetada (LYEW; SHEPPARD, 1997; NOBREGA; LIMA; LEITE, 2008). Os BFs
da mina Osamu Utsumi tem contribuicdo importante na geracio de DAM (NOBREGA,;
LIMA; LEITE, 2008).

Todo o processo de DAM pode causar mudancas na coloracdo da agua, devido aos
processos de oxidagdo, impossibilitando o consumo por animais e seres humanos.

Quando o pH da 4gua esta entre 3,5 e 4 o Fe3* ¢ precipitado em hidroxido de ferro



Fe(OH)3, 0 que causa a coloracdo alaranjada da &gua (ROYCHOWDHURY; SARKAR;
DATTA, 2015), esse processo pode ser observado nas bacias formadas na area da mina
Osamu Utsumi (Figura 4) .

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

Apbs constatado o problema com a DAM na mina, o CNEN determinou que o
tratamento das aguas fosse obrigatorio. Atualmente o tratamento quimico é executado na
estacdo de tratamento de dguas marginais da mina (Figura 5), elevando o pH da &gua é
utilizado hidréxido de calcio, os floculantes auxiliam a etapa de separacdo sélido-liquido,
esse tratamento gera um precipitado de lama alcalina e escura conhecida como diuranato
de calcio (DUCA), que € depositado na cava da mina ha mais de 20 anos, a cava, por sua
vez, encontra-se inundada de &gua &cida (FAGUNDES, 2008; FERRARI, 2010;
GOMES; LADEIRA, 2011). Segundo os técnicos da mina o gasto anual com o tratamento
de 4gua contaminada é de R$ 2 milhdes.

Na area da mina outros tipos de tratamento vém sendo estudados e implantados,
com o objetivo de controlar a contaminacdo do ambiente pelos metais. Uma das ideias é
a utilizacdo de o0z6nio para descontaminacdo de solo e agua, sendo o0 0z6nio um gas que
pode oxidar os metais pesados existentes na dgua, e no solo a ideia € injetar ozonio nas
montanhas de rejeitos (bota-foras) eliminando as bactérias que oxidam os sulfetos
metalicos. Porém, a viabilidade desses processos é bastante discutida, pois poderia gerar



um alto consumo muito alto de energia na producdo de 0z6nio e ndo se sabe se seria

possivel injetar 0z6nio nas imensas pilhas de rejeitos.

Figura 5 — Estacdo de tratamento de aguas da mina de uranio Osamu Utsumi. (Foto: Ednei
Coelho).

O tratamento da agua utilizando resinas no sistema de coluna de troca ibnica
também esta sendo estudado e implantado (Figura 6), neste caso, o sulfato de uranio se
adere a resina porosa que possuem cargas eletrostaticas, quando ocorre a saturacdo da
resina é realizada a eluicdo do uranio com aménia ou sédio, formando diuranato de
amonio ou sodio, que sdo colocados em tambores e enviados para a INB Caetité/BA, onde
0 uranio € purificado. Esse processo pode gerar até 13 toneladas de uranio por ano, isso

ndo é interessante, pois o objetivo é o fechamento total da mina.



Figura 6 — Colunas de troca i6nica na estacdo 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
mineragcdo podem levar ao aumento de metais pesados e radionuclideos, como o urénio,

em aguas naturais.

1.3 Metais pesados

Dentre os varios agentes poluentes do ambiente de mineracéo, os metais pesados
recebem atencéo especial, uma vez que alguns sdo extremamente toxicos para uma grande
variedade de organismos, mesmo em quantidades muito baixas, pois sdo elementos muito
reativos e bioacumulaveis 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 arbitrario e impreciso. Raskin et al. (1994), por uma

questdo de simplicidade, definiram como metal pesado qualquer elemento com



propriedade metalica (ductilidade, densidade, condutividade) e um numero atémico
maior que 20.

Em muitos casos, os metais pesados séo definidos como aqueles que apresentam
uma alta densidade, superior a 5 g/cm3, e que mesmo em baixas concentracdes sdo toxicos
(JARUP, 2003). Essa definigdo atualmente ainda é muito discutida, pois alguns metais
“leves” ou metaloides também sdo toxicos, assim como alguns com alta densidade nédo
apresentam toxicidade, por exemplo o ouro ndo é considerado toxico, mas apresenta um
numero atdbmico 79 e densidade 19,32 g/cm3. Uma classificacdo biologicamente relevante
de metais pesados, conforme sua toxicidade e propriedades quimicas precisa ser proposta
(DUFFUS, 2002).

Em alguns metais, a toxicidade vai depender do seu estado alotrépico ou oxidativo,
por exemplo, o crdomio hexavalente € altamente letal, principalmente por suas
propriedades cancerigenas, enquanto o cromio trivalente é significativamente nutricional
para varios organismos, inclusive para os humanos (WUNDERLIN, 2018).

Em alguns casos, varios metais pesados sdo micronutrientes, e assim essenciais para
sistemas bioldgicos e devem estar presentes em baixas concentracdes (niveis adequados),
assim fornecem cofatores essenciais para proteinas e enzimas, como por exemplo o ferro.
Porém, em concentracdes elevadas ou se ingeridos a longo prazo, os metais pesados
podem se tornar toxicos, blogueando grupos funcionais, deslocando outros ions metélicos
ou modificando a atividade bioldgica das moléculas (BHAT; KHAN, 2011; COLLINS;
STOTZKY, 1989; GARBISU; ALKORTA, 2003).

1.3.1 Uranio

O uranio (U) é um metal denso (19,1 g/cm®) que possui baixa radioatividade e é
naturalmente encontrado em rochas, solo, agua, ar, plantas e animais. O U apresenta um
numero atbmico 92, sendo encontrado na natureza em pequenas concentragdes em partes
por milhdo, porém quando a quantidade encontrada é grande suficiente o metal é entdo
comercialmente extraido (ROBERTS, 2012).

Apos a remocao do urénio do solo, as rochas sdo trituradas e, dependendo de como
sera 0 processo, solugdes quimicas (como solventes) sdo utilizadas para separagdo do
metal de outras substancias indesejadas (SPOON, 2019). O metal é inicialmente separado
em dioxido de urénio (UO2), ou em outras formas quimicas, através de uma série de

processos quimicos conhecidos como “moagem do minério”, €sses processos buscam a



obtencdo do “yellow cake” ou urdnio concentrado, 0S remanescentes da moagem,
chamados de rejeitos, séo coletados e armazenados (USNRC, 2017).

O urénio natural (UO,) é amplamente distribuido na natureza, esta presente em
cerca de 160 minerais como a uranita, cleveite, becquerelite, autunita, carnotita e
pechblenda, e é constituido por trés is6topos alfa: 238U (99,2745%), 23U (0,7200%)
e 234U (0,0054%) (OLSZEWSKI; BORYLO; SKWARZEC, 2015).

Devido a alta capacidade de mobilizacdo do metal no ambiente por carbonatos e
fosfatos o teor de uranio presente na natureza pode variar. Em rochas, solo e sedimento
0 238U e 2U estdo relativamente em equilibrio, ou seja, no ambiente natural ndo estdo
em seu estado radioativo (MEINRATH; SCHNEIDER; MEINRATH, 2003;
OLSZEWSKI; BORYLO; SKWARZEC, 2015).

Com a manipulacdo dos isotopos de U podem ser obtidas variacbes menos
radioativas, como o 23U que podem ser utilizadas na producio de projéteis (municoes)
ou blindagens de tanques de guerra e avides, sendo esse composto até 2 vezes mais pesado
que 0 aco, ou a variacdo mais radioativa (>3°U) “fissil” que é utilizada na producéo de
armas e em usinas nucleares (HARDER, 2019).

A concentracdo de uranio no ambiente pode ser também elevada devido as
atividades humanas, como utilizacdo de fertilizantes fosfatados na agricultura, residuos
industriais ou utilizacdo para fins militares (OHJI, 2012).

1.3.1.1 Disperséao de uranio no ambiente

A proximidade do uranio com fontes de agua é o principal fator responsavel pela
dispersdo do metal pesado no ambiente, sua dispersdo depende do seu estado oxidativo,
0 qual pode ser hexavalente U(VI) ou tetravalente U(IV). O U(VI) apresenta alta
solubilidade em &gua, principalmente em condi¢fes acidas, ja em seu estado reduzido o
U(V) ¢é basicamente “imovel” e insolivel e com baixa toxidade, pois a sua
disponibilidade para os organismos é reduzida (GAD, 2017).

Sob condicdes redutoras, o uranio é imobilizado, principalmente na presenca de
quantidades significativas de fosfato, célcio, sulfato e potéssio, onde ocorre a formagédo
de compostos estaveis e complexos sendo o metal precipitado no meio (ELLESS; LEE,
1998).

Em solo, sedimento e &gua o uranio € sensivel aos processos corrosivos, sendo

transformado na sua forma soltvel U(V1), como por exemplo sulfato de uranio (U(SOa4)>.



Os seres humanos sdo afetados através da ingestdo de alimentos, consumo de agua
contaminada ou inalacdo, sendo a agua a fonte de contaminagdo mais significativa
(KURTTIO et al. 2002; SILVA; SOUZA; AMARAL, 2003).

1.3.1.2 Toxicidade do uranio

Devido a baixa radioatividade do uranio natural, os efeitos a saide sdo geralmente
atribuidos as suas propriedades quimicas e nao radioativas (NRC, 2012).

O U soluvel em agua é caracterizado pelo seu potencial tdxico, é prejudicial aos
organismos aquaticos, plantas e humanos, assim como todos 0s organismos expostos aos
efluentes que séo procedentes de minas de uranio (CUMBERLAND et al. 2016).

Os estudos sob os efeitos quimicos do uranio em humanos ainda sdo escassos,
porém sabe-se que a ingestdo de 200 mL agua contendo 1g de nitrato de uranio causa
como efeito agudo nauseas, vomito e diarreia (BUTTERWORTH, 1955).

Estudos sugerem que 0s humanos sdo menos sensiveis aos efeitos do uranio, sendo
indicada uma  ordem de  sensibilidade aos  seus efeitos de:
coelhos>camundongos>porcos>ratos>cdes>gatos e humanos (VICENTE-VICENTE et
al. 2010).

Na India, em vilarejos existentes préximos de areas de mina de uranio, foram
realizados estudos com criangas com idade entre 6-12 anos, essas criangas viviam
expostas a agua contaminada com uranio, os resultados revelaram alteraces no esmalte
dos dentes, atraso no crescimento dos dentes, comparado as criangas que nao vivem em
regides proximas a mina (KAR; SHETTY; HEGDE, 2016; SHETTY; HEGDE; KAR,
2016).

Também na india, um paciente de 12 anos apresentou diminuico na producéo de
urina e fortes dores nas articulacdes, acreditava-se inicialmente que se tratava de diabetes,
apos serem esgotadas todas as hipdteses, foi diagnosticada uma intoxicacéo causada pela
ingestdo de 4gua contaminada com urénio. Foi realizada cirurgia para a remocao dos rins,
porém as dores nas articulagdes continuaram, foi detectado posteriormente um
osteossarcoma, um tipo de cancer ésseo, possivelmente causado pelo acumulo do U nos
rins (PANNU; SUKHMANI; GILL, 2015).

Os seres humanos também podem ser contaminados por urénio atraves da ingestéo
de alimentos, principalmente raizes tuberosas como batata e nabo. A quantidade de uranio

nesses dependerd da concentracdo do metal no local em que foram cultivados. Nestes



locais, a ingestdo humana diaria de U é estimada em até 1 micrograma de U por dia
(ng/dia) (ATSDR, 2019).

Na maioria das vezes, o uranio ingerido e inalado, ndo é absorvido, mais de 90% é
eliminado do corpo através das fezes ou urina, em alguns casos, quando inalado, pode
permanecer nos pulmdes por longos periodos (VDH, 2016).

Quase 66% do U absorvido permanece depositado na superficie dos 0ssos, por até
200 dias, e vai sendo lentamente distribuido para a medula déssea, podendo causar
leucemia e diminuicdo da resposta imune, também pode acumular-se no figado (16%) e
rins (8%) e causar danos nesses 6rgaos (ATSDR, 2019; CAPPELLO; MACARIO, 2019).

Estudos sugerem uma forte correlagdo entre os ambientes com altas concentracfes
uranio e a alta prevaléncia de leucemia em pessoas que vivem proximas destas areas,
principalmente por causa do consumo de agua de pogo, carne de animais e inalacédo de
poeira (WINDE; ERASMUS; GEIPEL, 2017).

AlteracBes na histologia pulmonar foram observadas em camundongos expostos
por 5 semanas a 10 mg/U/m?3 de nitrato de urénio (WHO, 2018). O urénio também pode
afetar as funcbes o figado alterando funcBes hepaticas, como o metabolismo de acidos
biliares (GUEGUEN et al. 2006).

Através da alimentacdo, camundongos foram submetidos a baixas (0,05 mg
U/kg/dia) e altas (7000 mg U/kg/dia) concentracdes de urénio, em ambos os casos foram
detectadas lesGes nos rins. Em baixas concentracdes ocorreram lesées microscopicas no
epitélio tubular e nas altas, as lesdes aumentaram e causaram necrose apés 30 dias de
experimento (MAYNARD; HODGE, 1949).

1.3.1.3 Contaminacao de uranio na mina Osamu Utsumi

Dados de monitoramento de &gua nas areas préximas da mina Osamu Utsumi
demonstraram aumento no teor uranio e outros metais pesados, como o ferro, em corregos
e bacias hidrogréaficas os niveis de concentragdo estavam acima dos limites estabelecidos
na resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA n° 357/05) alterada
pela Resolugdo n° 410/2009 e 430/2011. Esta resolucdo dispde sobre a classificagéo de
corpos de agua e diretrizes para seu enquadramento e condi¢des padrdes de lancamento
de efluentes (CNEN, 2012; LADEIRA; GONCALVES, 2007; NASCIMENTO;
FATIBELLO-FILHO; TEIXEIRA, 2004; NOBREGA; LIMA; LEITE, 2008).



De acordo com a resolu¢cdo do CONAMA, a agua proveniente dos rios proximos
da &rea da mina sdo classificadas em classe Il, podendo ser usada para recreacao,
agricultura, irrigacdo e consumo humano, ap6s um tratamento simples, neste caso o limite
maximo de uranio permitido é de 0,02 mg/L (PEDROBOM et al. 2017).

Atualmente o tratamento de uranio em ambientes contaminados é realizado através
de métodos quimicos e fisicos, alguns exemplos sdo a extragdo cromatografica,
precipitagdo quimica, coluna de troca idnica. Esses métodos tém aplicacOes limitadas,
pois ndo apresentam muita eficiéncia quando o urénio soltvel em agua (VI) esta em
concentracdes de 1 a 100 ppm (YANG et al. 2012).

A descontaminacdo dos ambientes aquaticos por metais pesados necessita de
solugdes alternativas, como a biorremediacdo. A utilizagcdo de fungos como agentes
biorremediadores de contaminantes do solo e agua vém sendo estudada, os fungos
apresentam alta capacidades metabdlicas que podem ser aplicadas aos metais pesados
poluentes do ambiente (HOLKER; FAKOUSSA; HOFER, 1995; PAOLETTI, 1999;
PEINTNER; MOSER, 1996).

1.4 Biorremediacéo

Em 1930 Tausz e Donath apresentaram ao mundo a ideia de utilizar
microrganismos para a descontaminacao de solos contaminados com petrdleo, dando
origem aos processos de biorremediacdo. Atualmente a biorremediacdo é utilizada para
restauracdo de ambientes contaminados por substancias xenobidticas (DZIONEK;
WOJCIESZYNSKA; GUZIK, 2016).

A biorremediacdo é uma tecnologia ecologicamente correta, ndo invasiva e
promissora que utiliza o potencial metabolico de microrganismos para a recuperagdo ou
reducdo a niveis aceitaveis de metais pesados em locais contaminados. E considerada uma
solugdo permanente que pode levar a degradacdo ou transformacgdo de contaminantes
ambientais em inofensivos ou menos toxicos. O processo pode provocar modificacdes
quimicas, fisicas, bioquimicas ou microbiolégicas no ambiente (DZIONEK;
WOJCIESZYNSKA; GUZIK, 2016; EPA, 2013; WATANABE, 2001).

Os processos de biorremediacdo, diferente dos tradicionais, apresentam baixo
custo, baixas manipulagdo tecnologica, e geralmente alta aceitacdo da sociedade

(VIDALLI, 2001). Vérias técnicas de biorremediacdo estdo sendo estudadas e descritas,



porém devido a natureza e variabilidade dos agentes contaminantes no ambiente, ndo ha
uma Unica tecnologia que sirva para todos os poluentes (VIDALI, 2001).

A biorremediagdo 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 serdo tratados (descontaminados) em outros locais como estacdes de
tratamento. Os “wetlands” sdo exemplos de tecnologia ex situ, € uma tecnologia de baixo
investimento e ecologicamente correta, onde plantas e microrganismos presentes nesses
locais ajudam no tratamento de agua contaminada com metais pesados (CHENG et al.
2002).

O tratamento in situ é realizado no local da contaminagdo, ou seja, ndo requer
transporte ou escavacdo do local, a baixa logistica diminui os custos do processo o que o
torna mais viavel e com interferéncia minima no local (AZUBUIKE; CHIKERE;
OKPOKWASILI, 2016).

Como mencionado anteriormente, uma alternativa tradicional ¢ apenas “tampar e
estocar” o residuo, com essa atividade o residuo continua no ambiente, mas os processos
de biorremediacdo in situ estdo sendo estudados para substituir essas técnicas tradicionais
(GRAFE; KLAUBER, 2011).

Existem 3 principais tipos de biorremediago in situ com microrganismos, que sao
atenuacdo natural, bioestimulagéo e bioaumento (SAFDARI et al. 2018).

A atenuacdo natural esta relacionada as atividades dos microrganismos gque estao
naturalmente presentes no ambiente, permitindo que o ecossistema volte a sua condicado
original, ocorrendo assim a reducdo da mobilidade, massa ou mobilidade do agente
toxico, os exemplos sdo: biossorcao, bioprecipitacdo e biodegradacdo (SCOW; HICKS,
2005). Entretanto, esse processo natural pode durar muitos anos, principalmente quando
a populacdo de microrganismos presentes naturalmente no ambiente ndo é grande
suficiente, assim, visando potenciar a biorremediacdo ocorre a bioestimulagéo.

Na bioestimulacéo, ocorre a adi¢do de nutrientes e/ou oxigénio que irdo auxiliar no
crescimento e desenvolvimento dos microrganismos no ambiente contaminado (VIDALLI,
2001).

Alguns compostos nutrientes, como adubo, palha de arroz e espiga de milho ou
receptores de elétrons como fosfatos, nitrogénio, 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 proprio local contaminado ou de
outros ambientes contaminados tém sua populacdo aumentada, assim séo reinjetados ou
introduzidos na regido contaminada como indculos 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 xenobiotico (JIANG et al.
2016; SCOW; HICKS, 2005).

Segundo Boopathy, (2000), a biorremediacdo tem a vantagem de ser relativamente
simples, ter baixo custo e resultar na eliminacdo permanente ou diminuicdo dos
contaminantes de aguas subterraneas, solos, lagos, além de que o mecanismo bioldgico
evita 0 risco associado aos residuos sintéticos perigosos (produtos quimicos),

proporcionando maior seguranga e menos perturbacdes ao meio ambiente.

1.5 Fungos com potencial para biorremediacéo de metais pesados

A maneira com que os fungos vao 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 0s
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 sdo descritos como excelentes agentes para biorremediacéo de solo e
agua, pois apresentam alta capacidade metabdlica que pode ser aplicada aos metais
pesados como o uranio. A capacidade metabdlica faz com que os fungos tenham a
possibilidade de sobreviver aos ambientes acidos e contaminados com uranio (HOLKER;
FAKOUSSA; HOFER, 1995; PAOLETTI, 1999; PEINTNER; MOSER, 1996).

Os fungos apresentam alto potencial para a biorremediacdo, uma vez que possuem
a capacidade de acumular e imobilizar, em altas concentrac6es, uma variedade de metais
pesados como Cu, Zn, Fe, U, Ni, Cd e Hg (BISHNOI; GARIMA, 2005; GADD, 1986).

A superficie celular fingica apresenta quitina e quitosana, que sdo considerados
excelentes sequestradores de ions de metais pesados (DAS; VIMALA; KARTHIKA,
2008). Os géneros Penicillium spp., Aspergillus spp., Rhizopus spp., Mucor spp.,
Saccharomyces spp. e Fusarium spp. se mostraram excelentes bioadsorventes de ions 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 biorremediacdo de uradnio tém focado nos mecanismos de
biossorcdo do metal pela biomassa fingica, entretanto estudos recentes indicam que 0s
fungos podem apresentar outras maneiras de biorremediar esses metais pesados do
ambiente (LIANG; GADD, 2017; QIAN et al. 2017; VAZQUEZ-CAMPOS et al. 2015).

Existem 4 tipos principais de biorremediacdo utilizando fungos, que s&o:
Biossorcdo, biomineralizacdo, biorreducdo e bioacumulacdo (AYANGBENRO;
BABALOLA, 2017).

A biossor¢do é um processo fisico-quimico onde ocorre a remocao de compostos
da solucdo por organismos vivos ou mortos e seus derivados (MUSTAPHA;
HALIMOON, 2015). Na biossorcao de uranio ocorre a ligacdo fisico-quimica do uranio
com a biomassa flngica, a biossorcao inclui os mecanismos de adsor¢do e absor¢éo, ou
seja, ap0Os o processo 0 metal pode ser encontrado na por¢do interna ou externa da célula
(GADD; FOMINA, 2011).

E importante salientar que nem todas as biomassas de microrganismos apresentam
tais capacidades de biossorc¢do, sendo indicado a realizagdo de um “screening” para
selecionar os fungos com melhor potencial (KOTA et al. 2014; OLSTORPE;
SCHNARER; PASSOTH, 2009; TSEZOS; VOLESKY, 1982).

A biomineralizacdo é o estudo dos processos sobre a interacdo entre estruturas
organica-inorganica mediada por microrganismos vivos. Por décadas surgiu a
necessidade de serem identificadas moléculas envolvidas nesse processo e a interacao
entre elas (CRICHTON, 2012).

Em estudos com fungos do género Aspergillus, Liang et al. (2015), utilizando uma
fonte de fosfato orgénico (glicerol 2-fosfato), observou que esses microrganismos foram
capazes de liberar fosfato inorganico no meio e assim precipitar o urdnio em solugéo
durante o crescimento.

Na biorreducdo, em ambientes onde o oxigénio (O2) é escasso, algumas espécies
fangicas facultativas sdo capazes de utilizar receptores de elétrons diferentes do Oz, como
por exemplo os nitratos, neste caso acredita-se que o uranio soltvel (V1) pode ser utilizado
como um receptor de elétrons alternativo e assim ser transformado em sua forma insoltvel
U(IV) (GADD; FOMINA, 2011; NEWSOME; MORRIS; LLOYD, 2014). Os fungos



podem tambeém secretar uma alta quantidade de proteinas e outras enzimas que irdo
auxiliar os processos de biorreducéo (LLOYD, 2003).

da biorreducao de uranio, somente altas concentracdes de cobre inibiram a reducéo de
uranio. Espécies de Aspergillus vém sendo descritas como excelentes redutoras de metais
(ABD EL HAMEED et al. 2015).

No processo de bioacumulacdo os fungos podem acumular uranio dentro de suas
estruturas celulares, por vias de “bioacumula¢io” (DUPRE DE BOULOIS et al. 2008), a
hipdtese é que a captacdo pode ocorrer porque o transporte do metal é similar ao de
nutrientes essenciais ao funcionamento da célula, como o urénio ndo tem funcGes
bioldgicas conhecidas, acredita-se que a sua captacdo ocorre devido a mudanca na
permeabilidade da membrana celular, que acontece justamente por conta da sua
toxicidade, o uranio é entdo armazenado no interior da célula em forma de granulos de
fosfato (NEWSOME; MORRIS; LLOYD, 2014).

A utilizagdo de p6 de rocha de fosfato, utilizado na agricultura como alternativa aos
fertilizantes, pode ser um problema para muitos paises em desenvolvimento, esse material
pode conter altas concentracdes de uranio, um exemplo é a area urano-fosfatica existente
no nordeste do Brasil, que compreende toda costa do estado de Pernambuco até a Paraiba
(150 km de extensdo) onde a concentracdo natural de urénio é de 150 a 200 ppm
(MORAES et al. 2013). Algumas espécies fungicas podem competir com plantas nesses
ambientes e acumular uranio, isso é importante, pois a simbiose reduz o acumulo do metal
nos vegetais, 0s quais podem posteriormente ser consumidos por animais e humanos
(DUPRE DE BOULOIS et al. 2008).

A realizacdo da biorremediacéo de locais contaminados com a utilizacdo de fungos,
apresenta algumas vantagens sobre as bactérias, uma vez que sdo capazes de adsorver,
acumular e imobilizar metais tdxicos sofrendo pouca ou nenhuma acdo tdxica,
principalmente devido a sua alta capacidade metabolica (DAVIS et al. 1993).

A maioria dos estudos em relagéo a captacdo de urénio por biomassa fungica tem
se concentrado em mecanismos de absorcao e adsorcéo (ALIl; HASHEM, 2007; GALUN
et al. 1983; VAZQUEZ-CAMPOS et al. 2015).

A remocdo de metais pesados precisa ser feita 0 quanto antes, ja que quanto maior
0 tempo dos poluentes no ambiente mais dificil pode ser a sua remediagédo
(D’ ANNIBALE et al. 2005,2006).



A area onde funcionava a mina encontra-se fechada para o acesso publico devido
aos riscos de contaminacao, apenas pesquisadores e funcionarios do IPEN e CNEN tém
acesso ao local.



5 CONCLUSOES

-A caracteriza¢do quimica das amostras de agua revelou pH &cido (média de 3,3)
concentracdes de uranio até 200 vezes acima dos limites estabelecidos pela Legislacdo
Brasileira (0,02 mg/Kg);

-Os resultados da caracterizagdo quimica das amostras de solo e sedimento
revelaram altas concentragBes de urénio, porém ndo existem limites estabelecidos pela
Legislacdo Brasileira;

-Os resultados da caracterizagdo quimica das amostras de agua, solo e sedimento
revelaram os efeitos prejudiciais causados pela drenagem acida de mina;

-Apesar de apresentarem as maiores concentragdes de uranio, foram das amostras
de solo e sedimento que a maioria dos fungos filamentosos foram isolados;

-Foram isolados e identificados 57 fungos, destacando-se o género Penicillim como
o mais frequentes. Dentro do género, a espécie Penicillium piscarium foi a mais
prevalente;

-Dos 57 isolados fungicos, 38% (22) foram tolerantes ao uranio. Desses fungos, 14
foram isolados das amostras de solo, onde as espécies de Penicillium citrinum foram as
mais tolerantes;

-O aumento das concentracbes de urénio no meio reduziu a velocidade de
crescimento micelial (IVCM) dos fungos isolados;

-Em relacdo a Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM), 56 (98%) fungos cresceram
na concentracao de 1000 mg/L. Vinte e cinco fungos (44%) n&o tiveram a CIM definida,
pois cresceram nas maiores concentracfes de uranio empregadas (8000 mg/L),
demonstrando que os fungos isolados da mina Osamu Utsumi apresentam alta resisténcia
ao uranio;

-Os testes de biossor¢do de urénio do meio aquoso, utilizando biomassa viva dos
fungos, demonstraram que 11 espécies fungicas apresentaram alto potencial para
biorremediagdo do metal, destacando-se as espécies de Penicillium piscarium;
Gongronella butleri; Phoma nebulosa e Talaromyces amestolkiae.

-A comparacdo entre os resultados de biossor¢do e tolerancia/resisténcia sugere
uma baixa relacéo entre resisténcia ao uranio e capacidade de biossorcdo. Portanto, o
acumulo de urénio pelos fungos, de forma geral, nem sempre esta relacionado com a

maior tolerancia/resisténcia ao metal pesado.



-Dentre os 57 isolados fungicos, 5 espécies se destacaram por apresentarem alta
resisténcia ao uranio e 6timo potencial para remoc¢éo de uranio do meio aquoso, a saber:
Gongronella butleri, Penicillium piscarium, Penicillium citrinum, Penicillium ludwigii,
Talaromyces amestolkiae. Portanto, esses fungos podem ser importantes como alternativa

para 0S processos convencionais no tratamento de ambientes contaminados com uranio.
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