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RESUMO

Considerando o potencial do género Cunninghamella, o presente trabalho teve
como finalidade estabelecer os aspectos fisiologicos, bioquimicos e
ultraestruturais de Cunninghamella elegans cultivada em meio contendo cobre. O
perfil de crescimento foi estabelecido em funcéo da biomassa, do consumo de
glicose e fosfato, pH do meio, conteudo de polifosfato, atividade de fosfatases e
remogdo do metal. Os resultados obtidos indicam a influéncia do metal sobre o
crescimento como observado pelo rendimento da biomassa. O consumo das
fontes de carbono e fosforo foi semelhante para a cultura tratada e controle. A
andlise do perfil de polifosfato permitiu verificar comportamentos distintos na
auséncia e presenca do metal. A andlise do polifosfato celular revelou que, nas
amostras tratadas, o polimero é significativamente metabolizado durante o inicio
do cultivo pelas amostras tratadas. O isolado analisado ndo exibiu atividade para a
fosfatase acida. Contudo, o cultivo em presenca de cobre induziu variagfes na
expressdo da fosfatase alcalina. Uma diminuicdo significativa da atividade
enzimatica foi observada para a cultura tratada com o ion metalico. Através da
espectrofotometria de absorcao atdmica observou-se a remog¢do do metal do meio
de cultivo ao longo do crescimento. Os resultados obtidos pela ultraestrutura
demonstraram que C. elegans em presenca de cobre, apresentou maior
eletrondensidade, hifas mais largas e de textura mais homogénea, menor nimero
de clamidosporos e poder de ramificacdo. Os estudos demonstram o potencial de
C. elegans, visando sua aplicagédo em processos de biorremediacdo de ambientes

poluidos por cobre.

Palavras Chave: Cunninghamella elegans; polifosfato; fosfatases; cobre.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the physiological, biochemical and
ultrastructural aspects of C. elegans grown in copper presence. The growth profile
was obtained by using biomass yields, glucose and phosphate consumption and
pH. The polyphosphate profile, phosphatases activities and metal remotion were
also studied. The results revealed the copper effects on the isolate growth
according to the biomass yields. Glucose and phosphate consumption was similar
to the control and treated cultures. The copper presence in the culture media
induced variations on the polyphosphate profile. The polyphosphate level was
almost constant in the beginning of control culture growth, and could be related to
the exponential growth phase. On the other hand, the treated cultures exhibited a
significant reduction in the polyphosphate levels, indicating an active
metabolization of the polymer. The acid phosphatase activity was not detected in
the isolate studied. However, the alkaline phosphatase activity was significantly
lower in the treated cultures. By using the atomic absortion spectrophotometry the
copper remotion of culture medium was observed during the microorganism
growth. The ultrastructural analysis revealed differences in the C. elegans mycelia
grown in copper presence. Variations related to the cell electrondensity,
chlamidospores form and number, hyphal ramification process, hyphal texture and
form were detected in the samples submitted to the metal treatment. The results
revealed the potential use of C. elegans isolate in the remediation and biosorption

studies in environments polluted by copper.

Key Words: Cunninghamella elegans; polyphosphate; phosphatases; copper.
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1. INTRODUGCAO

Os fungos séo organismos extremamente versateis em suas respostas em
funcdo de variagcbes ambientais. Condicdes ambientais relativas a fontes de
carbono, fésforo, nitrogénio, tensédo de oxigénio, pH, temperatura, intensidade de
radiagéo, e microelementos influenciam o metabolismo e consequentemente, o
crescimento celular, a diferenciacdo, formacdo de estruturas reprodutivas e
diferenciacdo sexual (GARRAWAY & EVANS, 1984; GREENFIELD et al., 1987;
GRIFFIN, 1994; AOKI & NIRENBERG, 1999; KANA-UCHI & KUKATSUI, 1999;
KIHARA et al., 1999; KITAMOTO et al., 1999; THAM et al., 1999).

O crescimento de um organismo € um processo complexo e altamente
coordenado, o qual envolve aspectos bioquimicos e fisiologicos do metabolismo,
gue acompanham o desenvolvimento e diferenciacbes celulares. Embora,
proteinas, acidos nucléicos, acUcares, lipideos e fosfatos sejam constituintes
biol6gicos basicos de todos os organismos vivos, sua composicdo, localizacéo e
estrutura podem variar gerando moléculas altamente diferenciadas em organismos
distintos como resposta a condicdes ambientais (GARRAWAY & EVANS, 1984;
GRIFFIN, 1994).

A industria € responsavel pela producdo de diferentes substancias
poluentes encontradas na natureza. Dentre os principais poluentes, os metais
pesados e seus derivados, exercem papel preponderante, 0s quais s&o
diretamente prejudiciais a saude humana e cujas substancias organicas

comprometem a manutencdo dos processos vitais. Diversos ramos industriais séo
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responsaveis pela contaminacdo ambiental por metais pesados, entre estes:
papel, petroguimica, cloro, fertilizantes, usinas siderdrgicas, metais nao-ferrosos,
automodveis, avides, vidro, cimento, ceramica, téxtl, curtumes e usinas
termoelétricas. Na tentativa de reduzir os severos problemas causados por
elevados niveis de concentracdo de metais no ambiente, varios estudos tém sido
desenvolvidos para estabelecer parametros para a diminuicdo da concentragcéo
destes elementos em efluentes industriais (CONAMA, 1986; FELLENBERG, 1990;
COATES & ANDERSON, 2000).

A contaminagdo por metais pesados é um fator desencadeante de
processos toxicos para peixes, crustaceos, plantas aquaticas, mamiferos e
microrganismos. Estes metais podem ser facilmente transportados quando em
solucdo, e muitas vezes, podem alcancar altas concentracfes em areas fechadas
por sua propria disposicdo ou por amplificacédo bioloégica. Em geral, o tratamento
de ambientes contaminados por metais envolve processos fisico-quimicos de
precipitacdo, floculacdo, eletrdlise, cristalizacdo ou adsorcdo; entretanto, estes
processos podem ser onerosos e/ou contribuir para formagdo de novos
contaminantes ambientais, assim, torna-se necessario o desenvolvimento de
tecnologias mais econbmicas e praticas para a remoc¢ao dos metais (UNZ &
SHUTTLEWORTH. 1996; LOVLEY et al, 1997; RIAZ-UL-HAQ & SHAKOORI,
2000; PINTO et al., 2002).

O cobre é um dos elementos mais importantes e essenciais para plantas e
animais. No entanto, quando expostos a concentragdes elevadas biodisponivel, a
bioacumulacdo pode ocorrer, com possiveis efeitos toxicos (CERVANTES &

GUTIERREZ-CORONA, 1994; USPHS, 1997, DONMEZ & AKSU, 2001).
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Os Zygomycetes, devido as suas caracteristicas como fungos saprobios,
exibem crescimento em temperaturas que variam de 25°C a 42°C, de acordo com
a espécie, como também versatilidade em relacdo as condicbes de aeracdo e
producdo de enzimas (ORLOWSK, 1991; GRIFFIN, 1994; WEITZMAN et al.,
1995).

As enzimas e polifosfato sdo moléculas de essencial importancia em
inimeros eventos e fendmenos celulares. Dessa forma, estudos direcionados para
a identificacédo, localizagdo e mapeamentos dessas moléculas permitirdo um maior
entendimento sobre inumeros eventos bioldégicos, ndo apenas ao nivel
ultraestrutural bem como, ao nivel bioquimico e fisiolégico (DE SOUZA, 2000).

As fosfatases acida e alcalina compéem o grupo de enzimas chamadas
fosfomonoesterases, nao especificas, que hidrolisam uma variedade de ésteres
organicos com a liberacédo de ions de fosfato, estando, desta forma, envolvidas
no seu metabolismo. Estas duas fosfatases diferem tanto no pH 6timo de
atividade, como na localizacdo celular e suas atividades podem ser
intensificadas pela auséncia/presenca de fosfato no meio de cultura (SCHURR

& YAGIL, 1971; TIBBETT et al., 1998).

Polifosfatos, por sua vez, atuam como fonte de energia, elementos de
reserva de fosforo inorganico, substituto de ATP, tampao para alcalis, quelante de
metais e regulador de resposta ao estress. E adicionalmente utilizado na industria
como antibacteriano, antimicético, aditivo, emulsificante e antioxidante, e no
descarte ecoldgico de poluentes fosfatados (HAROLD, 1966; GREENFIELD et al.,

1987; KORNBERG, 1995).
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Considerando a habilidade dos Zygomycetes, particularmente o género
Cunninghamella, de metabolizar compostos xenobidticos e remover metais
pesados, bem como, a relacdo do polifosfato com tolerancia e resisténcia aos
metais pesados, a presente proposta visa ampliar os conhecimentos fisiolégicos,
bioquimicos e ultraestruturais do processo de remocdo de metais pesados por C.

elegans.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. FUNGOS: CLASSE ZYGOMYCETES

Os Zygomycetes e os Trichomycetes constituem as duas classes que
integram o filo Zygomycota. Os Trichomycetes sdo parasitas obrigatorios de
insetos e outros artropodes. A classe Zygomycetes é integrada por fungos
naturalmente saprofitos, e cosmopolitas, podendo ser cultivados a partir de
amostras coletadas nas cavidades oral e nasal, nas fezes de animais saudaveis,
solo, estrume, frutas, flores, grédos estocados, cogumelos, assim como de
amostras de invertebrados e vertebrados, incluindo os seres humanos (LEVY et al.
1986; ALEXOPOULOQS et al. 1996).

A reproducdo dos Zygomycetes ocorre através de esporos de origem
sexuada e assexuada. Os esporos de origem assexuada ou aplandésporos se
originam em estruturas reprodutivas, esporangio ou por diferenciacdo da hifa em
clamidésporo e artrosporo. Os esporos de origem sexuada Ou Zzigosporos,
formados a partir da unido de hifas diferenciadas em gameténgios femininos e
masculinos, os quais se fundem ocorrendo entéo a cariogamia (DUBE, 1978).

O desenvolvimento pleno dos Zygomycetes ocorre na faixa de 25°C a
30°C, sendo a faixa de temperatura maxima de crescimento de 42°C a 58°C, de
acordo com a espécie  (WEITZMAN et al. 1995) .

Os referidos fungos sé&o capazes de se desenvolver nas mais diversas
condicdes de aeracdo; no ar, na presenca ou auséncia de oxigénio, em condi¢des

microaerofiticas e em atmosfera de diéxido de carbono, apresentando o género
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Mucor crescimento leveduriforme em atmosfera de 1007 dioxido de carbono
(LEHRER et al., 1980).

Devido a sua participacdo nos processos de biodeterioracdo atacando
materiais de diversas origens como couro, plasticos, madeira e alimento, podem
ser Uteis principalmente na reciclagem de lixo e formagdo de adubo e industrial,
producdo de enzimas, acidos graxos, antibioticos, conservantes e acidos laticos
(DUBE, 1978; TOMBS e BLAKE, 1982; ENDO et al., 1985, OSMANI e
SCRUTTON, 1985; TRUDEL e ASSELIN, 1990; BROWN et al., 1993; CERTIK et
al., 1997).

Sendo assim, 0s Zygomycetes Sao organismos com grande potencial
econdmico-industrial, apresentando habilidade de adaptagcdo a diferentes
condigcdes ambientais, como resposta a variacfes em suas atividades fisiologicas,
bioquimicas e genéticas, representam elementos fundamentais na compreensao
de seu comportamento celular, com vista a identificacdo de mecanismos
especificos de desenvolvimento, maturacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia

(GRIFFIN, 1994; CARLILE & WATKINSON, 1996).

2.2. GENERO Cunninghamella

O género Cunninghamella é um dos mais comuns dentro da ordem
Mucorales. As espécies do género sdo geralmente encontradas no solo e outros
substratos organicos. Os representantes exibem coldnias com crescimento rapido,
coloracdo variando entre branca a cinza, esporangiéforo ereto, ramificado e na

extremidade de cada ramificacdo formam-se vesiculas piriformes ou globosas com
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diversos esporangiolos. O micélio quando jovem nao exibe septo. A septacao esta
associada a idade da cultura (BAIJAL & MEHROTRA, 1980;
DOMSCH et al., 1980).

Os esporos podem ser globosos ou ovais com paredes lisas ou com
espiculas, geralmente unicelulares. As espécies podem formar zigosporos
globosos, escuros e tuberculados que sdo formados entre células suspensoras,
geralmente heterotalicas. Clamidosporos podem ocasionalmente ser formados
(DOMSCH et al., 1980).

De um modo geral, os aspectos morfolégicos sédo elementos fundamentais
na identificacdo dos fungos. Do ponto de vista taxondmico, espécies de
Cunninghamella podem ser identificadas por sua habilidade em responder a
variagcdes no meio de cultivo. Contudo, a separacdo das espécies é complexa e
alguns estudos foram realizados para identificar caracteres de valor taxondmico
como, por exemplo, a forma do esporangiolo analisada por microscopia Optica
(O'DONNEL, 1979; SHIPTON & LUNN, 1980; ALEXOPOULOS et al.,, 1996;
CARLILE & WATKINSON, 1996).

O género Cunninghamella contém espécies de importancia em micologia
médica e em processos biotecnoldgicos. Na micologia médica, varios casos de
infeccbes causados por C. bertholletiae ja foram relatados inclusive casos de
sinusites, zigomicose endobranquial e infeccdo pulmonar em pacientes com
cancer e em pacientes com diabetes mellitus (DERMOURNI, 1993; NG et al.,
1994; KONTOYIANIS et al.,, 1994). No campo biotecnoldgico a espécie de C.
bainieri tem a capacidade para metabolizar xenobidticos, incluindo compostos

aromaticos e drogas farmacoldgicas e ainda na biossor¢cao de metais pesados. C.
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elegans tem habilidade de oxidar hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos e
compostos de petréleo (FERRIS et al.,, 1973; CERNIGLIA & GIBSON, 1977;
JONES et al., 1989; ZHANG et al., 1996).

Inimeros trabalhos de pesquisa que vém noticiando a capacidade de varias
espécies de Mucor, Rhizopus, Cunninghamella, Syncephalastrum, atuando na
biossor¢cédo de Cobre, Cadmio e Zinco, sob a forma de micélio vivo, e sob a forma
de micélio morto, utilizando a biomassa como elemento de sor¢céo. A atividade de
filtro do micélio pode ser restaurada, removendo-se, com agentes quimicos, 0

metal retido (LINCH, J. M., 1986).

2.3. POLIFOSFATO

O polifosfato inorganico € um polimero linear formado por varios residuos
de fbsforo inorgénico conectados por ligacbes fosfoanidridicas altamente
energéticas, que formam estruturas nao ramificadas quando hidrolisadas, gerando
energia (HAROLD, 1966).

A ocorréncia do polifosfato em um grande namero de organismos, desde
bactérias a células de mamiferos, sugere uma funcdo biolégica fundamental a
vida, dependente da sua quantidade, localizagdo celular, tamanho da cadeia e
fonte biologica. Dentre as fungBes podem ser citadas: reserva de fosfato e
energia, estoque e quelacdo de metais, formagcdo de canais de membrana,
participacdo no transporte de fosfato, envolvimento na funcdo e formacdo do
envelope celular, controle da atividade génica, regulacdo da atividade enzimatica e
uma funcgao vital em respostas celulares ao estress ambiental e na adaptacéo a

fase estacionaria de crescimento (WOOD & CLARCK, 1988; KUMBLE &
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KORNBERG, 1995; KORNBERG et al., 1999; KULAEV & KULAKOVSKAYA,
2000).

Ao longo da evolucdo dos seres vivos as fungbes do polifosfato foram,
possivelmente, adequadas nos diferentes tipos celulares. Sendo assim, as
funcGes mais importantes da molécula para os procariotos correspondem aquelas
de reserva de fosfato e fonte de energia, enquanto que, nos eucariotos as fungdes
reguladoras predominam. Consequentemente, ha marcantes diferencas entre os
dois grupos de organismos com relagcdo ao conjunto de enzimas do metabolismo
do polifosfato (KULAEV & KULAKOVSKAYA, 2000; KULAEYV et al., 2000).

Em 1976, Dietrich relatou a presenca de polifosfato de baixo peso molecular
em homogenados de extratos miceliais de Zygomycetes, utilizando eletroforese
em gel de agarose.

Os distintos processos que resultam no acumulo de polifosfato pelos
microrganismos, e que podem ser induzidos por fatores ambientais, tém varias
implicacbes biotecnologicas. Um desses processos envolve o acumulo de
polifosfato por inGmeros microrganismos submetidos a ciclos
anaerdbicos/aerbbicos alternados. Este fendmeno € a base do processo de
tratamento de efluentes contaminados com fosfato, designado de “remocé&o
melhorada de fosfato bioldgico”. Além disso, organismos com habilidade de
acumular polifosfato podem ser utilizados na biorremediacdo de efluentes
contaminados com metais pesados. Varios estudos demonstraram a associagdo
de granulos de polifosfato com cétions e metais pesados. Em adi¢do, a aparente
relacdo entre polifosfato e o aumento de resisténcia ou tolerdncia de alguns

microrganismos a metais pesados reforca o seu potencial biotecnolégico na
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remocédo destes elementos (VAN LOOSDRECHT et al., 1997; MINO et al., 1998;

KEASLING et al., 1999; KULAEV, 2000).

2.4, FOSFATASES

O fosforo € um elemento essencial para alguns organismos, que podem absorver
na forma de um anion ortofosfato (Pi; H,PO4 ou HPO,*). As fosfatases sdo
enzimas chave na regulagdo do metabolismo em células. A deficiéncia de fosforo
inorganico causa uma significante elevacao intracelular e extracelular da atividade
da fosfatase acida em varias plantas (ELLIOTT et al.,1986; GOLD-STEIN et al.,
1988; LEFEBVRE et al., 1990) e fungos (TADANO & SAKAI, 1991; BRAIBANT &

CONTENT, 2001).

As fosfatases s&o hidrolases que utilizam como substratos
fosfomonoésteres, as quais estdo amplamente distribuidas na natureza, tendo
sido encontradas em animais, vegetais e em microrganismos. Estas enzimas sao
divididas em 3 grupos principais: fosfatases alcalinas, fosfatases éacidas e

proteinas fosfatases (BRAIBANT & CONTENT, 2001).

As fosfatases acidas apresentam um pH 6timo para catalise em torno de
5,0 e utilizam como substratos compostos com baixa massa molecular (por
exemplo, acucares fosforilados). Contrastando com as fosfatases acidas, as
alcalinas apresentam um pH 6timo para catalise em torno de 9,0 e também atuam
em substratos de baixa massa molecular relativa. No entanto, ha necessidade de
ions divalentes, como magnésio, cobalto ou manganés, para catélise (TIBBETT et

al., 1998).

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

Souza, P. M. Caracterizagdo Bioquimica, Fisiologica... 11

As proteinas tirosina fosfatases (PTPs) sdo uma grande familia de enzimas
(> 100) responsaveis pela hidrolise do fosfato ligado a residuos de tirosina em
proteinas. S&o estruturalmente diversas, incluindo tipo citoplasmatico e tipo
receptor com a capacidade de transmitir sinais diretamente a enzimas de
membrana e citoplasma, controlando diversos processos celulares (ZHANG et al.,

1996).

As fosfatases representam enzimas que permitem o acesso ao fosforo
organico do meio ambiente. Dessa forma, as concentracdes de fésforo disponivel
atuam como reguladores da expressao das enzimas nos fungos, o que caracteriza
tais enzimas como induziveis. Geralmente, ocorre uma forte relagdo inversa entre
a concentracdo do fosforo do meio e fosfatase. Baixas concentragfes de fosforo

induzem maiores expressoes (YAZAKI et al., 1997; ZHANG et al., 1996).

2.5. BIORREMEDIACAO DE METAIS PESADOS

Devido ao desenvolvimento industrial, diversos produtos e subprodutos
tornaram-se problematicos pela sua acdo recalcitrante, poluindo e afetando os
mais variados ambientes das mais diversas formas, chegando a impossibilitar a
sua utlizacdo por completo. Dentre estes poluentes, os metais pesados s&o
considerados dos mais perigosos, principalmente devido a sua capacidade
cumulativa nas cadeias alimentares. Dessa maneira, elaborar estratégias para
descontaminar ambientes poluidos com estes compostos tém recebido muita

atencéo de pesquisadores em todo o mundo (CONAMA, 1986).
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A biorremediac&o € uma técnica que vem alcangando importancia mundial,
uma vez que o aumento da atividade industrial esta degradando, cada vez mais,
0s ecossistemas naturais. O emprego de microrganismos conhecidos no
tratamento de rejeitos potencialmente toxicos, incluindo hidrocarbonetos de
petréleo, € uma pratica habitual em alguns paises desenvolvidos. Os sistemas
bioldgicos geralmente utilizados sdo microrganismos e plantas. No entanto, a
biodegradacdo com microrganismos € a op¢do mais freqientemente empregada.
A biorremediac¢&o surgiu como uma tecnologia alternativa de remedia¢ao de locais
impactados com poluentes organicos e se baseia na utilizacdo de populacdes
microbianas que possuem a habilidade de modificar ou decompor determinados
poluentes. O beneficio maximo desse processo € a mineralizacdo, obtendo como
produto final CO; e agua pela via aerdbica, assim como a formacao de biomassa.
Desde meados dos anos 90, as estratégias de biorremediacdo tém sido adotadas
seriamente como uma maneira eficaz e de baixo custo para a remediacdo de
solos contaminados por petréleo e outros compostos organicos, assim como
metais pesados (PINTO et al., 2002).

Estes poluentes xenobibticos podem ser removidos do ambiente por uma
variedade de vias bioldgicas, quimicas e fisicas. Atualmente, as técnicas de
biorremediacdo, oferecem novas possibilidades para acelerar a degradacao
destes poluentes, quer adicionando-se 0s nutrientes necessarios a populacéo
microbiana natural, quer adicionando-se culturas mistas ou puras, que apresentem
as vias metabdlicas que permitam a rapida metabolizagdo do contaminante
(VOLESKY & HOLAN, 1995; VIEIRA & VOLESKY, 2000; BRARKER & BRYSON,

2002).
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Muitos estudos tém demonstrado a existéncia de uma grande diversidade
de microrganismos biodegradadores presentes em amostras de solo, sedimento,
agua doce ou ambiente marinho que ocorrem naturalmente nestes ambientes. Em
geral, os microrganismos capazes de degradar um xenobibtico especifico sdo
encontrados com maior frequéncia nos locais contaminados previamente com o
poluente. As vias de degradacdo destes compostos por microrganismos
especificos e a organizacdo genética dos genes envolvidos na degradagdo dos
mesmos tém sido intensivamente estudadas (XIANG, et al., 2000; BARKAY &
SCHAEFER, 2001; ZOUBOULIS & KATSOYIANNIS, 2003).

Sao considerados metais pesados aqueles que apresentam densidades
atdbmicas maiores que 6g/cm?®, encontrando-se entre eles o cadmio, cromo, cobre,
mercurio, nitio, chumbo e o zinco. No entanto, quando as concentracdes comegcam
a se apresentar acima de valores convencionais, 0S seres vivos podem passar a
apresentar sinais de estresse acarretados pela interferéncia desses metais, nos
diferentes passos nas vias metabdlicas, de forma que os ions metalicos acarretam
mudancas na permeabilidade da parede celular, inibicdo da sintese protéica,
interferéncia nos processos respiratorios, fotossintese e inibir a agdo de enzimas
(NIES, 1999).

O cobre é um nutriente essencial que é incorporado em uma série de
sistemas de enzimas de animais, plantas, microrganismos e seres humanos
(CERVANTES & GUTIERREZ-CORONA, 1994; UPHS 1997).

Os microrganismos, em geral, podem acumular ou transformar elementos
metalicos, como resultado de reacdes enzimaticas especificas ou de mecanismos

decorrentes das caracteristicas e propriedades da parede celular e da membrana
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plasmatica. Obviamente, esses processos de bioacumula¢&o ou biotransformacéo
de metais vém ocorrendo naturalmente no ambiente desde o aparecimento desses
seres no planeta. Todavia nem sempre 0s microrganismos acumulam metais
devido a necessidade metabodlica. O processo de acumulagcdo de metais em
microrganismos pode ser dividido em dois passos, o primeiro envolve adsorcao de
metais na célula e € um mecanismo-independente, e o segundo € exclusivamente
dependente do metabolismo celular e envolve translocacéo ativa de metais dentro
da célula - bioacumulacdo (KAPOOR & VIRARAGHAVAN, 1995; GOMES et al.,
1998).

A ligacdo de metais a superficie celular dos microrganismos, processo
chamado de biossorcdo, é o fenbmeno de adsor¢cdo que ocorre através de
interacbes eletrostaticas entre cation metdlico e a superficie carregada
negativamente da célula microbiana. Desta forma, a capacidade de “adsorver”
metais vai depender diretamente das caracteristicas do revestimento celular de
cada espécie (GOMES et al.1998).

A bioacumulacéo intracelular de metais pode ser entendida como uma
segunda fase do processo de absorcdo dos metais por microrganismos Vvivos,
decorrendo, dessa forma, de um mecanismo celular ativo, que ocorre numa
primeira fase, com gasto de energia (ATP). Assim esse processo difere na sua
esséncia da adsorcao fisico—quimica passiva. A bioacumulacao requer geralmente
sistemas especificos de transporte e dependera do grau de tolerancia da célula ao
metal (DONMEZ & AKSU, 2001).

As caracteristicas microbianas de adsorver, acumular ou precipitar

extracelularmente os metais, conferem aos microrganismos o potencial para o
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desenvolvimento de processos de tratamento bioldgico de efluentes industriais,
esgotos domésticos e aguas poluidas em geral, nas quais se detecta a presenca
de metais em suas formas téxicas (HOLAN & VOLESKY, 1994).

Os fungos sédo capazes nao sO de sobreviver em ambientes poluidos com
metais, como também de remové-los, acumulando-os em suas hifas. S&o
organismos ubiquos e oferecem um “pool” genético para a ligagdo de enzimas
associadas a contaminac¢do de metais (LLOYD & LOVLEY, 2001).

Considerando as habilidades dos fungos de crescer em ambientes diversos.
Tornou-se fundamental estudo associado ao desenvolvimento de estratégias que

explorem tais habilidades.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar o comportamento bioquimico, fisiolégico e ultraestrutural da
linhagem UCP 542 de Cunninghamella elegans durante o crescimento em

presenca de cobre.

3.2. ESPECIFICOS

Caracterizar o perfil de crescimento de C. elegans na presenca e auséncia de

cobre;

Verificar o comportamento do polifosfato durante o crescimento de C. elegans

na presenca e auséncia de cobre;

Determinar a atividade das fosfatases acida e alcalina na presenca e auséncia

de cobre em C. elegans;

Avaliar o processo de remocé&o de cobre do meio de cultura por C. elegans;

Avaliar a ultraestrutura de C. elegans cultivado em presenca e auséncia do

metal pesado cobre através de microscopia eletronica de varredura.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MICRORGANISMO

O fungo C. elegans (UCP 542), isolado de sedmendo de mangue do Mucnicipio do
Rio Formoso (GOMES et al., 2000), foi obtido do Banco de Culturas do Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais — Universidade Catolica de Pernambuco e mantido em

meio de cultura batata dextrose agar a 5°C.

4.2. MEIOS DE CULTURA

4.2.1. MEIO DE MANUTENCAO

O Meio Batata Dextrose Agar (BDA), foi utilizado para manutencdo da

amostra durante o experimento.

Batata.........coooevvieeiinee 200,09
DEeXIrOSE....ccvieiiieee e 20,0g
AGAr. ..o 15,09
Agua destilada............c.cooeveeereriennnnn. 1000mL
pH - 5,6

O meio foi autoclavado por 15 minutos a 121°C e distribuido em tubos.
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4.2.2. MEIO PARA ESPORULACAO

O meio Sabouraud Dextrose e Agar (SDA) foi utilizado para a obtencao de

esporos da cultura de C. elegans.

GlICOSE...cciiiiii i 20,0g
Peptona........oouviiii 10,09
AGAr. ..o 15,09
Agua destilada............c.ccoeecerireereeeennnn. 1000mL
pH - 5,6

O meio foi autoclavado durante 15 minutos a temperatura de 121°C.

4.2.3. MEIO DE CRESCIMENTO

O melo Synthetic Medium for Mucoralean, SMM descrito por Hesseltine &

Anderson (1957) e modificado pela variagdo da concentracéo de fosfato de potassio (de

0,5¢g/L para0,1g/L) foi utilizado para o crescimento da amostra durante o experimento.

Glicose......ccoovviiiiiiiiiii, 409
Asparagina..........ccccceeeveeeennnn. 29
Fosfato de potassio............ 0,19

Sulfato de magnésio......... 0,25¢g

Tiamina........ccoeeeeeeeeneenaennn. 0.5mg
Agua destilada................ 1000mL
pH=6,0

O meio foi autoclavado por 15 minutos a 121°C.
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4.3. SOLUCAO METALICA

A solugcao de sulfato de cobre utilizada neste trabalho foi preparada com
agua destilada deionizada na concentragdo de 2 mM (p/v), pH 6,0, ajustado

utilizando-se soluc¢des de hidréxido de sodio 1N e &cido acético 10% (V).
4.4. METODOS MICROBIOLOGICOS
4.4.1. PADRONIZACAO DO INOCULO

Amostra de C. elegans (UCP 542) foi inoculada em placas de Petri
contendo o meio BDA (item 4.2.1) como forma de manutenc¢ao da cultura.

A partir do in6éculo em BDA, a amostra foi repicada em placas de Petri
contendo 15 mL do meio de esporulacdo SDA (item 4.2.2) a temperatura de 28°C
durante 7 dias. Ap6s esse periodo, os esporos foram coletados, com o uso de
cotonetes, previamente esterilizados e umedecidos em &agua destilada estéril,
sendo determinado o niumero de esporos em camara de Neubauer.

Aliquotas de 1 mL de suspensdo de esporos contendo 10’ esporos/mL

foram utilizadas como indculo.
4.4.2. CONDICOES DE CULTIVO
Aliquotas de 1 ml de suspensdo de esporos contendo 10’ esporos/mL

foram inoculadas em frascos de Erlenmeyers com capacidade para 150 mL,

contendo 50 mL do meio SMM (item 4.2.3) com e sem a solugao de sulfato de
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cobre (item 4.3). Em seguida, as amostras foram incubadas sob agitacao orbital
de 150 rpm, a temperatura de 28°C por um periodo 120 horas.

Aliquotas foram coletadas nos intervalos de 12, 24, 36, 48, 72, 96 e 120
horas, para determinagcdo da curva de crescimento, atividade enzimatica,
avaliacdo do conteudo do polifosfato, estudo ultraestrutural, pH, consumo de

glicose, fosfato e dosagem do cobre.

4.4.3. DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO

O micélio coletado durante os intervalos de cultivo foi lavado por duas
vezes com aguadestilada deionizada gelada, e submetido ao processo de
liofilizacdo, sendo, posteriormente mantido em dessecador a vacuo até peso
constante.

A média do peso seco em triplicata, foi utilizada para estabelecer o grafico

correspondente a curva de crescimento.
4.5 ENSAIOS BIOQUIMICOS
4.5.1. DETERMINACAO DO pH
As variacdes de pH dos meios de cultura foram acompanhadas ao longo do
crescimento. O valor do pH em cada ponto do intervalo correspondeu a média de

trés afericbes. Posteriormente, uma curva de pH foi estabelecida com esses

valores.
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4.5.2. DETERMINACAO DO FOSFORO INORGANICO E GLICOSE

Para determinar o consumo de glicose e de fésforo inorganico do meio, aliquotas
de 5mL do sobrenadante de cultura foram coletadas nos intervalos de 12, 24, 36, 48, 72,
96 e 120 horas de cultivo.

O consumo de fosfato do meio de cultura foi determinado pelo método
colorimétrico Fiske-Subbarow, 1925 que se baseia na reacdo do fésforo inorganico com o
molibdato de ambnio em meio acido, resultando em um complexo fosfomolibdato de cor
azul, quantificado espectrofotometricamente a 600 nm, e cuja intensidade é diretamente
proporcional & concentracdo do fosforo. Uma curva padrédo foi elaborada, utilizando-se
uma solucdo de fésforo (0,5 — 5,0 mg/dL). As leituras foram efetuadas em
espectrofotdbmetro digital, Spectronic, modelo Genesys 2. A determinagdo de glicose foi
realizada pelo método enzimético colorimétrico (Lab-test), que se fundamenta na
oxidagdo enzimatica da glicose presente nas amostras dos sobrenadamentes de cultura
coletados nos intervalos de 12, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas de cultivo, pela enzima
glicose-oxidase. Apé6s a reacdo é formado um complexo cromogénico vermelho cereja,
cuja intensidade de cor é proporcional & concentracdo de glicose, que pode ser
determinada pela leitura da absorbancia a 510 nm (HENRY et al., 1974). Uma curva
padrdo foi elaborada, utilizando-se uma solucéo de glicose (0,5 — 5,0 g/L). As leituras

foram efetuadas em espectrofotdmetro digital, Spectronic, modelo Genesys 2.

4.5.3 EXTRACAO E DOSAGEM DE POLIFOSFATO TOTAL

O polifosfato intracelular total foi extraido e dosado segundo o método
descrito por Mcgrath & Quinn (2000). Amostras de 7mg de micélio (peso seco),

obtidas no meio de incubacédo, durante os intervalos de cultivo do fungo, nas
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amostras controle e tratadas foram coletadas e lavadas duas vezes em solucao de
NaCl 1,5M contendo EDTA 0,01M e NaF 1mM. Em seguida, foram colocadas na
solucdo de lavagem e sonicadas, em gelo, por 12 periodos de 2 minutos com
intervalos de 1 minutos em 16 KHz. O extrato resultante foi centrifugado a
12000xg por 10 minutos a 4°C para remover os fragmentos celulares. Para
determinar o contetdo do polifosfato celular total, 100ul de HCI concentrado foi
adicionado a 0,5 ml do extrato celular e aquecido a 100° C por 45 minutos. O
fosfato liberado foi dosado utilizando-se o método descrito no item 4.5.2. A
concentracao do polifosfato celular total nas amostras foi expressa em miligramas
de fosforo por decilitro e dadas como média de triplicatas. Uma amostra nao
hidrolisada foi utilizada como um controle para determinar o nivel de fosfato livre

da célula.

45.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS FOSFATASES ACIDA E

ALCALINA

Amostras de 36 mg de micélio (peso Umido), oriundas do meio com e sem
cobre e coletadas nos intervalos de cultivo do fungo, foram lavadas com agua
deionizada e incubadas em 3ml de solucao extratora composta de tampé&o acetato
de sddio 0,02M, pH 4,5, para fosfatase acida e para a fosfatase alcalina tampao
Tris — HCL 50 mM, pH7,5, contendo 5% de glicerol. As amostras foram maceradas
através de almofariz e pistilo por 5 minutos e em seguida homogeneizadas por 2

minutos, em gelo.
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O extrato resultante foi centrifugado a 12000xg por 10 minutos a 4°C para
remover os fragmentos celulares. Para a determinacado da atividade enzimatica,
nos extratos celulares utilizou-se o Kit Lab-Test. Os resultados correspondem a
média de triplicatas. A unidade de atividade enzimatica utilizada foi a Unidade
Internacional (U.l.), que corresponde a quantidade de enzimas que catalisa o

desdobramento de 1umol de substrato/minuto/litro da amostra.

4.6. BIOSSORCAO DE COBRE

Amostras de biomassa e sobrenadante retiradas nos intervalos de 12, 24, 36, 48,
72, 96 e 120 horas, ap6s filtracdo em Nylon (120F — ref. 505991) foram utilizadas no
experimento de sor¢cdo do metal. O experimento foi realizado em triplicata, onde o
resultado final foi a média obtida das amostras. Em seguida foi elaborada uma curva de

remocé&o do metal durante o crescimento do fungo.
4.6.1. DETERMINACAO DA REMOCAO DO COBRE NO LIQUIDO METABOLICO

Para determinar a remoc¢ao do cobre, 3ml de sobrenadante de cultura coletadas
nos intervalos de 12, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas, foram submetidos a

espetrofotometria de absorcéo atbmica, espectrofotdbmetro modelo (GBC 932 AA).

4.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As amostras coletadas nos intervalos de 36, 72 e 120 horas de cultivo
foram lavadas em PBS, pH 7,2, por duas vezes, durante 10 minutos. Em seguida,
fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato, 0,1 M, pH 7,4, durante 1 hora,

a temperatura ambiente. Apds a etapa de fixacdo, todas as amostras foram
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novamente lavadas com tampao fosfato, duas vezes, durante 10 minutos.
Seguindo-se a pos-fixagcdo com tetroxido de désmio 1%, em tampédo fosfato,
durante 1 hora a temperatura ambiente, em condi¢des de escuriddo. Em seguida,
as amostras foram mais uma vez lavadas com tampao fosfato 0,1M, sendo
posteriormente submetidas ao processo de desidratacdo.Para a desidratac&do das
amostras foi utilizado alcool etilico, em propor¢ces de 50%, 70%, 90% (5 minutos
para cada troca) até a proporcdo de 100% (trés vezes, 10 minutos cada troca).
Apéds essa etapa, as amostras foram submetidas ao ponto critico para eliminagéo
total da fase liquida, seguindo-se a montagem em suportes de aluminio e posterior
metalizagc&do. Assim preparadas, as amostras foram analisadas e fotografadas ao

microscopio eletrénico de varredura (JEOL LSM 5.600 LV), operando a 20 Kv.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE DO PERFIL DE CRESCIMENTO

Os estudos iniciais foram dirigidos para a producdo de biomassa por C.
elegans (UCP 542) tendo sido estabelecida a curva de crescimento do
microrganismo. Os resultados apresentados na Figura 1 mostram o perfil de
crescimento de C. elegans, no meio de cultura SMM, utilizando os intervalos 12,
24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas de cultivo, acompanhado através da determinacéo
do peso seco.

Uma analise da curva de pH permite observar que a partir da inoculagéo
dos esporos no meio SMM, pH 6,0 no decorrer do periodo de 120 horas de cultivo
demonstrou discreta oscilacao apresentando valores aproximadamente constantes
na faixa de 3,82 e 4,25 (Figura 1 A).

Em relagéo a glicose verificou-se o consumo de 89,36% nas primeiras 12
horas de cultivo, com progressivo declinio, atingindo 91,09% ao término do cultivo
(120 horas), com o maior rendimento de biomassa, onde se observou peso seco
correspondente a 122,9 mg/L (Figura 1B).

Considerando-se o comportamento de crescimento relacionado ao consumo de
fosforo, verificou-se um consumo de 86,02% durante as 12 horas iniciais de
cultivo. A exaustédo total (100%) do nutriente adicionado ao meio foi detectada a

partir de 36 horas de crescimento (Figura 1C).
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Figura 1. Perfil de crescimento da linhagem UCP-542 de Cunninghamella elegans
cultivado em meio Synthetic Medium for Mucorales - SMM, 150 rpm,
durante 120 horas: pH do meio (A), consumo de glicose (B), consumo
de fosfato (C).
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A Figura 2 mostra o perfil de crescimento de C. elegans, no meio de cultura
SMM em presenca do metal pesado cobre. Pode-se observar que a partir da
inoculagdo dos esporangiosporos o pH decresce de forma continua, até o final do
cultivo, atingindo o valor de 4,61 (Figura 2 A). Na Figura 2B verifica-se que ocorreu
crescimento logaritmico da cultura durante todo o periodo experimental (120 horas
de cultivo) e que o rendimento da biomassa atingiu 288,2 mg/L durante as 120
horas de cultivo, ndo se observando a fase de crescimento estacionario para a
cultura de C. elegans nas condi¢des estudadas.

Quanto ao comportamento da glicose pode-se verificar a ocorréncia de um
consumo de 87,24% durante as 12 horas iniciais de crescimento. Contudo, ao final
do periodo experimental, 92,7% da glicose foi consumida pela cultura,
promovendo um maior rendimento de biomassa.

Considerando o consumo de fosfato do meio de cultivo com o metal
verificou-se que durante as primeiras 12 horas de cultivo um total de 80,96% da
fonte foi consumida. A partir de 24 horas ocorreu declinio progressivo, e a cultura

atinge 100% de consumo do fosfato adicionado ao meio (Figura 2C).
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Figura 2. Perfil de crescimento da linhagem UCP-542 de Cunninghamella elegans
cultivado em meio Synthetic Medium for Mucorales - SMM, em presenca
do cobre, 150 rpm, durante 120 horas: pH do meio (A), consumo de
glicose (B), consumo de fosfato (C).
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O comportamento fisiolégico da linhagem UCP-542 de C. elegans, cultivada
na auséncia do metal, em relacdo ao conteudo de polifosfato foi relacionado a
producao de biomassa da cultura ao longo do crescimento (Figura 3).

Verificou-se que durante as primeiras 36 horas de cultivo o micélio
apresenta contetdos correspondentes a 2,3 mg/dL, 2,2 mg/dL e 2,15mg/dL, nos
intervalos de 12 horas, 24 horas e 36 horas de cultivo, respectivamente. A partir
de 36 horas de cultivo ocorre uma diminuicdo no conteudo do polifosfato micelial e
um concomitante aumento no rendimento de biomassa na cultura.

Na Figura 4 pode-se observar o comportamento fisiolégico da linhagem
UCP-542 de C. elegans em relacdo a producdo de biomassa e contetdo de
polifosfato em micélio no meio SMM na presenca do metal cobre, durante o
crescimento. Evidenciam-se valores de 2,3 mg/dL, 1,24 mg/dL e 0,99 mg/dL, para
os intervalos de 12, 24 e 36 horas, respectivamente. Dessa forma, houve uma
diminuicdo significativa em relacdo ao conteudo de polifosfato nas amostras
controle. Contudo, ocorreu um aumento no contetdo do polifosfato micelial no
intervalo de 48 horas de crescimento (1,24 mg/dL), caracterizando sua sintese e
acumulo nesse periodo. A partir de 48 horas houve novo declinio no conteudo de
polifosfato do micélio até o final do periodo experimental, atingindo valores de 0,43
mg/dL, 0,28 mg/dL até a exaustao total do polifosfato, nos periodos de 72 horas,

96 horas e 120 horas de cultivo, respectivamente.
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Relacionando-se o rendimento da biomassa ao contetudo de polifosfato na cultura
da linhagem UCP-542 de C. elegans submetida ao tratamento com cobre
verificou-se uma variacdo em relacdo a cultura controle. Observou-se maior
producdo de biomassa e menores valores para o conteudo total de polifosfato no

micélio cultivado em presenca do metal.
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Figura 3. Curva de polifosfato relacionada ao crescimento da linhagem UCP-542
de Cunninghamella elegans cultivado no meio Synthetic Medium for
Mucorales, 150 rpm, durante 120 horas de cultivo.
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Figura 4. Curva de polifosfato relacionada ao crescimento da linhagem UCP-542
de Cunninghamella elegans cultivado no meio Synthetic Medium for
Mucorales, adicionado de cobre (2mM), 150 rpm, durante 120 horas de
cultivo.
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5.2 ATIVIDADE FOSFATASE ACIDA E ALCALINA

A determinacdo das atividades das enzimas fosfatase acida e alcalina foi
analisada em culturas da linhagem UCP-542 de C. elegans cultivadas em
presenca e auséncia de cobre. Com a utilizagdo do método descrito por JOH et al
(1996) para as condicdes experimentais aplicadas neste estudo néo foi possivel
detectar a presenca da enzima fosfatase acida, nas amostras testadas. Por outro
lado, os resultados obtidos em relacdo a atividade da enzima fosfatase alcalina
para as amostras controle e tratadas estéo apresentados na Figura 5.

Verificou-se, para a amostra controle, uma continua diminuicdo da atividade
da enzima ao longo do periodo experimental. A atividade maxima foi observada no
periodo de 12 horas de cultivo, correspondendo a 5,08 U.l. e ao final do periodo
experimental, observou-se uma atividade correspondente a 2,22 U.l. foi obtido.
Por outro lado, a atividade enzimatica nas amostras de C. elegans submetidas ao
crescimento em presenca de cobre apresentou-se muito diferente daquela da
cultura controle. Uma atividade de 1,26 U.l. e 1,28 U.l. foi determinada para as
amostras com 12 horas e 24 horas de cultivo. A partir de 36 horas os valores
decresceram progressivamente atingindo valor minimo de 0,39 U.l. no periodo de
96 horas e um aumento na atividade enzimatica para 0,81 U.l. foi detectado com
120 horas de cultivo.

Comparando-se os valores obtidos para as amostras controle e tratadas observou-
se uma variacao significativa da atividade da fosfatase alcalina no micélio de C.

elegans.
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Figura 5. Curvas de atividade da fosfatase alcalina no micélio da linhagem UCP-
542 de Cunninghamella elegans cultivado na presenca e auséncia de
cobre.

Uma andlise comparativa entre o conteddo de polifosfato no micélio e
atividade enzimatica para as culturas controle e tratada estdo apresentados na
Figura 6. Verificou-se que ocorreu diminuicdo progressiva do polifosfato e da
atividade enzimatica ao longo do periodo experimental. Para a cultura controle, ao
longo do periodo experimental, uma diminuicdo de atividade de 56,29% foi
observada. A cultura tratada exibiu uma diferenca percentual menor que 75,2% na
atividade da fosfatase alcalina durante as primeiras 12 horas de cultivo, em
relagdo ao controle, sendo que a cultura tratada exibiu uma diminuicéo de 35,71%

na atividade enzimatica ao longo do periodo experimental.
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Figura 6. Histograma comparativo da atividade da fosfatase alcalina no micélio da
linhagem UCP-542 de Cunninghamella elegans, cultivado em presenca
e auséncia de cobre e o conteudo de polifosfato ao longo do
crescimento.

5.3. BIOSSORCAO DE COBRE

Amostras dos liguidos metabdlicos coletados nos intervalos de 12, 24, 36,
48, 72, 96 e 120 horas de cultivo foram submetidas a espectrofotometria de
absorcdo atdbmica para determinacdo do conteddo de cobre ao longo do
crescimento da linhagem UCP-542 de C. elegans.

A capacidade de remogé&o do cobre do meio de cultura esta apresentada na
Figura 7. Observou-se que ao longo do periodo experimental, o conteddo de cobre
adicionado ao meio de cultura diminuiu progressivamente, durante as primeiras 12
horas de cultivo, 32,38% do conteudo total de cobre adicionado ao meio foi
removido pela cultura. Ao final do periodo experimental um percentual de 72,79%

de cobre foi removido do meio de cultura.
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Figura 7. Concentracdo de cobre no liquido metabdlico ao longo do crescimento
da linhagem UCP-542 de Cunninghamella elegans no meio Synthetic
Medium for Mucorales, adicionado de cobre (2mM), 150 rpm, durante
120 horas de cultivo.

5.4. ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS

A estrutura fina da linhagem UCP-542 de C. elegans, cultivada em meio
SMM, controle e tratado, esta apresentado nas Figuras 8, 9 e 10, respectivamente.
A ultraestrutura de hifas de C. elegans, coletada no intervalo de 36 horas, obtidas
da cultura controle e tratado, estdo apresentados nas Figuras 8A e 8B,
respectivamente.

A andlise das micrografias obtidas através do método rotina para a
microscopia eletrénica de varredura permitiu verificar a ocorréncia de hifas com
textura lisa e homogénea, profusamente ramificadas, largas e transparentes,
apresentando grande quantidade de clamidosporos com diferentes formas e

tamanhos (Figura 8A). Por outro lado, Na Figura 8B hifas cultivadas em presenca
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de cobre apresentam-se mais eletrondensas, forma tubular com textura lisa e
homogénea. Clamidosporos com forma globosa e em numero reduzido foram
observados na cultura adicionada de cobre quando comparado a amostra
controle.

Amostras com 72 horas de cultivo, controle e tratadas, estdo apresentadas
nas Figuras 9A e 9B, respectivamente.

A Figura 9A permitiu observar a existéncia de hifas transparentes e com
eletrondensidade maior que a amostra com 36 horas. A Figura 9B apresenta hifas
mais desenvolvidas, maior numero de clamidosporos.

As amostras coletadas no intervalo de 120 horas de cultivo, das culturas
controle e tratadas, estdo apresentadas nas Figura 10A e 10B. As hifas de C
elegans na Figura 10A exibem: ramificacdo mais profusa, alta transparéncia e
maior nimero de clamidosporos. Ocorréncia semelhante é observado na Figura
10B, onde pode-se observar hifas mais intensamente ramificadas, cujas

extremidades tém forma de péra.
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Figura 8. Cunninghamella elegans (UCP-542) cultivada em SMM (8A) e SMM com
cobre (8B): Eletronmicrografias de varredura. A- Amostra Controle; B-
Amostra cultivada em presenca de cobre. Amostras com 36 horas de
cultivo. clamidosporos ([1); hifas ([).
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Figura 9. Cunninghamella elegans (UCP-542) cultivada em SMM (9A) e SMM com
cobre (9B): Eletronmicrografias de varredura. A- Amostra Controle; B-
Amostra cultivada em presenca de cobre. Amostras com 72 horas de
cultivo. clamidosporos ([1); hifas ([).
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Figura 10. Cunninghamella elegans (UCP-542) cultivada em SMM (10A) e SMM
com cobre (10B): Eletronmicrografias de varredura. A- Amostra
Controle; B- Amostra cultivada em presenca de cobre. Amostras com
120 horas de cultivo. clamidosporos ([1); hifas ([1).
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6. DISCUSSAO

Com o0 desenvolvimento dos processos industriais, surgiram novos
compostos quimicos sintéticos que por sua vez foram langcados no meio ambiente
indiscriminadamente. Muitos destes compostos, chamados xenobioticos, ocorrem
na natureza (Ex: hidrocarbonetos do petréleo) ou sdo suficientemente similares a
estes, estando sujeitos ao metabolismo microbiano. Estes compostos que
resistem a biodegradacdo ou ndo sdo metabolizados completamente,
acumulando-se no ambiente, podem ser considerados recalcitrantes ou
persistentes. Desta forma os poluentes contaminam o ambiente e podem interferir
no funcionamento normal da biosfera (CERNIGLIA & GIBSON, 1977; PARALES et
al., 2002).

A diversidade genética e metabdlica dos fungos tém sido explorada ha
muitos anos visando a obtencdo de produtos biotecnologicos, tais como
antibiéticos (penicilina, etc.), alimentos (cogumelos, etc.), processantes de
alimentos (queijo, yogurte, vinagre, etc.), bebidas alcéolicas (vinho, cerveja, etc.),
acidos organicos (citrico e fumarico), alcoois (etanol), fermentados (molho de
soja), agentes de tratamento e/ou remediacdo de residuos (esgotos domesticos,
lixo), e, na agricultura, na fertilizacdo de solos (fixagdo bioldgica de nitrogénio) e
controle biologico de pragas e doencas (VILLEN, 2003).

Os fungos, conforme mencionado, sdo organismos muito versateis no que
diz respeito as condigbes ambientais. Podem alterar suas atividades metabdlicas
em resposta a variagfes das condicfes fisicas e quimicas de um ambiente. O

padrdo de atividade das diferentes biomoléculas informa sobre as suas
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caracteristicas celulares, as quais, sem duvida, expressam as habilidades
potenciais de um organismo, em um dado momento metabdlico, e sob
determinadas pressdes ambientais (LLOYD, 2002; FU & VIRARAGHAVAN, 2002).

Como mencionado, dentre os fungos, 0s Zygomycetes Sao organismos com
grande potencial econdmico-industrial e na medicina. Além disso, sua habilidade
de adaptacéo a diferentes condicbes ambientais, resultado de variagbes em suas
atividades fisiol6gicas, bioquimicas e genéticas, representa um elemento
fundamental na compreensdo de seu comportamento celular, com vista a
identificacdo de mecanismos especificos de desenvolvimento, maturagéo,
diferenciacdo e sobrevivéncia (ZHANG et al., 1996; LAMACKA & SAJBIDOR,
1998; POTHULURI et al., 1998a , 1998b).

Os fungos tém sido utilizados para o tratamento de residuos e rejeitos
industriais e urbanos. O potencial de uso reside em seu arsenal enzimatico,
produzido em resposta ao ambiente e secretado como metabdlito secundario
(KAPOOR & VIRARAGHAVAN, 1995).

O género Cunninghamella apresenta alta relevancia por exibir a habilidade
de metabolizar compostos xenobibdticos em resposta a excrecdo de hidrolases
(BAIJAL & MEHROTRA, 1980; REDDY et al., 1990; FOSTER et al.,, 1991;
POTHULURI et al.,, 1992; SCHWARTZ et al., 1996; ZHANG et al., 1996;
LAMACKA & SAJBIDOR, 1998; POTHULURI et al., 1998a , 1998b).

O presente trabalho baseou-se na utilizacdo de um isolado (UCP-542) de C.
elegans para andlise do comportamento deste fungo frente ao cobre,
caracterizando-se para tal, aspectos bioquimicos e estruturais relativos ao

consumo de fontes de carbono, fosforo, sistema de atividade de fosfatases,
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comportamento do polifosfato e potencial de sor¢do do metal pelo microrganismo.
Os resultados apresentados para o crescimento do isolado (UCP-542) de C.
elegans, determinado pela biomassa, consumo de ortofosfato do meio,
comportamento do pH e consumo de glicose, apontaram para diferencas em
relacdo a presenca do metal cobre no meio de cultivo. O maior rendimento na
biomassa foi obtido na presenca do metal, atingindo 288,2 mg/L em relagdo a uma
producdo maxima de 122,9 mg/L da cultura controle, o que representa uma queda
de rendimento de 57, 3% em relacdo ao meio SMM com cobre.

Relatos na literatura apontam a influéncia do cobre sobre o crescimento de
microrganismos, bem como seu importante papel como elemento tragco em
sofisticadas rea¢des bioquimicas. A funcdo mais importante do cobre reside em
seu efeito sobre a citocromo c oxidase e enzimas relacionadas, essenciais ao
processo respiratorio. Contudo, em altas concentracdes os ions de metais
pesados podem formar complexos inespecificos nas células, os quais sado
extremamente toxicos. A concentracao intracelular deve ser fortemente controlada
através de mecanismos especificos de internalizacdo (CERVANTES &
GUTIERREZ-CORONA, 1994; NIES, 1999). O cobre facilmente interage com
radicais de oxigénio molecular, o que o torna, dessa forma, um elemento
potencialmente toxico, e dessa forma, muitos microrganismos sSao sensiveis ao
metal. A toxicidade do metal baseia-se sobre a producdo de radicais
hidroperéxidos ou na interacdo com a membrana citoplasmatica (WANG et al.
2003). Por outro lado, microrganismos resistentes a presenca do cobre séo
relatados, surgindo o fenbmeno de acumulacdo de ions metalicos nas células

(NIES, 1999).
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O presente trabalho nao relata apenas a habilidade da linhagem UCP-542
de C. elegans em crescer na presenca de cobre, como também demonstra o efeito
estimulador do metal sobre o desenvolvimento das culturas, na medida em que o
elemento pode eventualmente complexar-se aos componentes do meio de cultura.

As condi¢cdes fisicas do ambiente, como temperatura, pH, aeracéo,
radiacdo, entre outras, também induzem respostas diferentes, como forma de
adaptacdo ao meio ambiente, e portanto dizem respeito a sobrevivéncia celular
(GARRAWAY & EVANS, 1984; GRIFFIN, 1994; JENNINGS, 1995). Fontes de
carbono e fosfatos sédo fundamentais para o desenvolvimento de culturas de
microrganismos. A glicose representa o combustivel universal para as células,
sendo uma fonte preferencialmente utilizada em relacdo aos demais carboidratos.
O papel do fosfato € estudado em muitos tipos celulares. A sua presencga/auséncia
no meio de cultivo induz respostas diferenciadas em fungdo do organismo. Para
alguns, é essencial para o crescimento, para outros, sua auséncia ndo esta
diretamente associada a falta de crescimento. De um modo geral, a forma de
estocagem corresponde a polifosfatos, polimeros lineares, com ndamero de
grupamentos distintos (JENNINGS, 1995; CAMPOS-TAKAKI, 2000; MCGRATH &
QUINN, 2000).

No presente trabalho o consumo de glicose adicionada ao meio de cultura,
apresentou-se diferente, em funcédo da presenca do ion metalico. Os resultados
demonstraram a exaustao da glicose de forma mais efetiva em presenca do metal,
com diminuicdo de 17,9% do consumo para a cultura controle.

Ainda neste trabalho foi possivel verificar que a presenca do cobre no meio

de cultivo causa um consumo menor do fosfato em relagdo a cultura controle no
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inicio do cultivo. Os resultados apontam para um consumo mais lento no inicio do
cultivo em presenca do cobre. Contudo, a partir de 24 horas de crescimento o
consumo do fosfato aumenta para a cultura em presenca do metal. A partir de 36
horas ocorreu exaustéo para ambas as culturas.

Alguns relatos apontam a relagéo entre componentes do meio, como fontes
carbono, nitrogénio e fosfato e o processo de utlizagcdo e crescimento em
presenca de metais pesados. De modo geral, os microrganismos avaliados
exibiram reducdo da biomassa quando cultivados em presenca de ions metélicos,
mesmo em baixas concentracdes, ocorrendo inibicdo do crescimento e inducao de
acumulacéo do metal (SING & YU, 1998; DONMEZ & AKSU, 2001).

A literatura revela que microrganismos com habilidade de acumular
polifosfato podem ser utilizados na biorremediacdo de efluentes contaminados
com metais pesados, haja visto, varios estudos demonstrarem a associacdo de
granulos de polifosfato com cétions e metais pesados. Em adi¢cdo, a aparente
relacdo entre polifosfato e o aumento de resisténcia ou tolerdncia de alguns
microrganismos a metais pesados reforca o seu potencial biotecnolégico na
remocédo destes elementos (VAN-LOOSDRECHT et al., 1997; MINO et al., 1998;
TORRES et al., 1998; KEASLING et al., 1999; KULAEV, 2000).

Os resultados obtidos revelaram que amostras cultivadas em meio
contendo o ion metalico exibiram menores conteddos do polimero durante as
primeiras 36 horas de cultivo, indicando uma diminuic&o significativa no conteudo
de polifosfato em presenca de cobre, onde aproximadamente 57% do polifosfato
micelial é degradado em relacdo ao conteudo de polifosfato do micélio controle.

Por outro lado, a partir de 48 horas de crescimento a cultura controle exibiu
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diminuicdo progressiva no conteudo de polifosfato celular, enquanto que a
amostra tratada com 48 horas de cultivo apresentou uma elevacdo de seu
contetdo, 0 que poderia representar um ponto de acumulacdo do polimero em
presenca do metal.

Alguns estudos apontam a acdo do polifosfato na precipitagcdo de metais,
sendo o polimero um potencial candidato para processos de remog¢do de agentes
poluidores em fungdo de sua capacidade de quelacdo para metais divalentes
(KEASLING & HUPF, 1996; KEASLING et al., 1999). Tem sido proposto que as
células utilizam polifosfato para detoxificar metais apenas quando os ions sdo
internalizados. Paralelamente, é sugerido que o polifosfato presente na superficie
das células pode ser importante na quelacdo de metais. Contudo, evidéncias mais
recentes sugerem que o polifosfato é degradado durante o crescimento em
presenca de metais (KEASLING et al., 1999; ZHANG et al., 1996).

A habilidade de sintese e degradacdo do polifosfato, determinada em
procariotos, é importante para o surgimento do fenbmeno de tolerancia a metais
pesados, em contraste com os dados que sugerem que apenas altos conteudos
intracelulares do polifosfato determinam o fenémeno (KEASLING & HUPF, 1996).
Os dados obtidos neste estudo revelam o fendbmeno de degradacédo de polifosfato
no miceélio de C. elegans em presenca do metal em relagdo ao micélio cultivado
em auséncia do ion metalico. Associando o conteudo de polifosfato e a biomassa
observou-se que ocorre diminuicdo do polifosfato e aumento significativo na
biomassa produzida pelas culturas em presenca de cobre. A biomassa da cultura
controle representa 40% daquela observada para a biomassa da cultura tratada. O

gue sugere a utilizagéo do polimero para o crescimento celular.
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A literatura revela que existem diferentes enzimas envolvidas no
metabolismo do fosfato e sua forma de reserva nas células. Contudo, os modelos
estabelecidos determinaram as enzimas fosfatases (fosfohidrolases néao
especificas), exopolifosfatases, endopolifosfatases e polifosfato cinases. Dessa
forma, alguns estudos apontam que tais enzimas que podem ter sua expressao
induzida como resposta as condi¢cdes ambientais de fosfato, pH, nitrogénio, entre
outros, e estagio de crescimento (KORNBERG, 1995; NESMEYANOVA, 1999). As
fosfatases especificamente associam-se aos fendmenos de captacdo do
ortofosfato do meio. Geralmente, pequenas concentragcdes ou a auséncia de
fosfato no meio induzem aumento na expresséo das enzimas (NESMEYANOVA,
1999).

Neste estudo, verificou-se que C. elegans nao exibe atividade para
fosfatase acida, contudo, uma diferenca significativa na atividade da fosfatase
alcalina foi observada entre as culturas controle e tratadas com metal pesado.
Uma diminuicdo de 75% na atividade foi detectada nas amostras obtidas das
culturas cultivadas em presenca de cobre. Os dados apresentados representam
0s primeiros para o fungo em questao.

Adicionalmente, os dados obtidos para o consumo do fosfato do meio de
cultivo n&o determinam uma diferenca entre a cultura controle e a tratada. Dados
compativeis com os achados de BRAIBANT & CONTENT (2001).

Em Escherichia coli a atividade da fosfatase alcalina esta relacionada ao
processo de acumulacdo e n&o degradacdo do polifosfato intracelular

(NESMEYANOVA, 1999).
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Outros trabalhos demonstram os efeitos de outros metais sobre atividades
enzimaticas, fosforilacdo oxidativa, taxas fotossintéticas, permeabilidade e
integridade da membrana celular e sintese de proteinas. E importante ressaltar
gue diversos fatores ambientais influenciam na toxicidade de metais pesados,
pode-se destacar o pH, o suprimento de nutrientes e oxigénio, presenca de outros
ions metalicos e agentes quelantes e a concentragdo celular (WOOD & CLARCK,
1988; HUGHES & POOLE, 1989; VALDMAN & LEITE, 2000).

Neste estudo o aumento da utilizagdo do polifosfato pelas culturas tratadas
nao apresentam relacdo com a atividade da enzima.

Microrganismos exibem habilidades de bioconversdo em funcdo do contato
com inUmeros compostos presentes em seus ambientes naturais. Apenas
recentemente, bactérias e fungos tém sido considerados como elementos
fundamentais na biogeoquimica de metais. Por essa razdo, o entendimento das
respostas dos microrganismos a metais tem sido explorada, como um potencial
alternativo, biotecnolégico para a recuperacdo e descontaminacdo de ions
metalicos. A captacdo e acumulacdo de metais por microrganismos podem ocorrer
de modo dependente e ndo dependente do metabolismo (HUGHES & POOLE,
1989; TOBIN et al., 1994; CERVANTES & GUTIERREZ - CORONA, 1994;
KAPOOR et al., 1999).

Considerando o potencial de C. elegans como agente para a redugao de
xenobidticos, a presente proposta também avaliou o seu potencial de remocao de
cobre. Os resultados apresentados sugerem que ocorre a retirada do ion

metalico pelo micélio da amostra ao longo do crescimento, pois ha diminuicdo da
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concentracdo do metal no meio avaliado por espectrofotometria de absorcdo
atbmica.

A literatura revela que a captacdo de ions de metais pesados através da
membrana celular e sua acumulacdo intracelular sdo dependentes do
metabolismo, ou seja, ocorrem somente em células vivas, capazes de gerar
energia. Contudo, a remocdo de ions metalicos por este tipo de mecanismo €
usualmente mais lento que o mecanismo de adsorc¢ao fisico-
guimica. Em contrapartida maiores quantidades de metal podem ser acumuladas.
A quantidade de fontes de energia, presenca de inibidores metabdlicos,
temperatura e luminosidade s&o os principais fatores que afetam este tipo de
acumulacéo (GADD, 1988).

Neste trabalho n&o foi observada uma relacdo direta entre as fontes de
carbono e fosfato e a habilidade de remoc¢ao do metal, contudo uma relacdo entre
presenca do ion metalico e o polifosfato intracelular foi detectada. Em presenca de
cobre ocorreu degradacdo do polimero de forma significativa. Em adicdo a
degradacdo enzimética ativa, a biomassa microbiana também contribui para a
remocao eficiente de metais pesados, presentes no meio ambiente. Nesse
processo, 0 micélio funciona como agente adsorvente para o ion metdlico. A
aplicacao direta da célula viva como biossorvente de metais pesados néo parece
promissora devido a resisténcia das células, o que resultou em inUmeros estudos
utilizando micélio morto ou inativado, sob condi¢cdes experimentais controladas
(GADD, 1988; 2000; BRIERLEY, 1993; GOMES, 1998).

Processos continuos e em batelada utilizando células vivas de culturas

puras tém sido estudados. Os resultados sugerem que a superficie dos
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microrganismos, constituida basicamente por polissacarideos, desempenha papel
essencial na captacdo de ions metdlicos. Microrganismos produtores de
exopolissacarideos apresentaram bons resultados na captacdo de cobre e
cadmio, respectivamente (GADD, 1988; 2000; BRIERLEY, 1993; GOMES, 1998).

Alguns estudos demonstram o emprego de fungos filamentosos, isolados
de solos contaminados, na remoc¢do de ions metalicos. Nestes estudos a
biomassa é utilizada em seu estado natural ou modificada por tratamentos fisicos
e/ou quimicos, de modo a aumentar a eficiéncia da absorcdo. Estudos
relacionados ao crescimento em presenca de metais sdo escassos (CERVANTES
& GUTIERREZ-CORONA, 1994; VOLESKY & HOLAN, 1995; LLOYD & LOVLEY,
2001).

Mesquita (1993) avaliou o0s principais mecanismos pelos quais
microrganismos podem captar metais de solugbes aquosas e apontou a sua
relacdo com o metabolismo celular. Verificou-se que alguns metais podem ou nao
depender do metabolismo para sua remoc¢ao, onde sdo observados mecanismos
de remocéao de precipitacdo na superficie celular por agdo enzimatica, adsor¢céo na
membrana e parede celular, adsorcdo a polissacarideos extracelulares e
acumulacéo intracelular.

Considerando que a acumulacdo de metais pesados, por mecanismos
independentes do metabolismo celular, se da através de interacbes fisico-
guimicas entre o metal e constituintes da parede celular, a presente proposta
avaliou o comportamento da estrutura fina de C. elegans, submetida ao
crescimento em presenca de cobre, através da microscopia eletrbnica de

varredura. Houve diferencas associadas ao padrdo de formacdo de
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clamidésporos, forma da hifa, e eletrondensidade entre amostras cultivadas na
presenca e auséncia do cobre. Estes sdo primeiros relatos associados aos efeitos
do cobre sobre a ultraestrutura de C. elegans cultivada em presenca de cobre. A
utilizacdo da microscopia eletrébnica de varredura tornou possivel a andlise de
aspectos da estrutura fina de fungos, o que ocasionou a geracao de informagdes
adicionais, as quais associadas: a bioguimica, a genética e a fisiologia
introduziram novas perspectivas quanto ao funcionamento da célula fangica
(KLOMPARENS, 1990).

A literatura revela inameros trabalhos associados a analise da estrutura fina
de fungos relacionados a forma e textura de hifas, esporangiogenese, aspectos
gerais de esporos e a ligacdo parasita-hospedeiro (HAWKER & ABBOTT, 1963;
BRACKER, 1968; BARTNICKI-GARCIA, 1968a, 1968b; YOUNG, 1969; COLLINS
et al., 1993). Contudo trabalhos associados aos efeitos de metais sobre micélio de
fungos nao séo relatados.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o isolado UCP-542 de C.
elegans exibe potencial para a exploracdo na remocdo do cobre. Estudos
associados a cinética e ao equilibrio do fendmeno de sor¢cédo micelial devem ser

aprofundados.
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7. CONCLUSOES

O isolado de C. elegans (UCP — 542) apresenta habilidade de crescer em
presenca de cobre na concentragédo de 2 mM;

O cobre nédo influenciou o consumo de glicose e fosforo, durante o
crescimento;

O isolado de C. elegans (UCP — 542) utilizado neste estudo é capaz de
utilizar polifosfato como resposta a presenca de cobre no meio de cultivo;

O isolado de C. elegans (UCP — 542) nédo apresenta atividade fosfatase
acida nas condicdes estudadas;

O isolado de C. elegans (UCP — 542) exibe atividade fosfatase alcalina
sendo a expressdo desta atividade influenciada negativamente pelo
crescimento em presenca do cobre;

O isolado de C. elegans (UCP — 542) foi capaz de remover cobre no meio
de cultivo;

A andlise ultraestrutural do micélio de C. elegans (UCP — 542) quando
cultivado na presenca e auséncia do metal pesado cobre, revelou variacdes
associadas a textura e forma da hifa, presenca de clamidosporos, forma e
tamanho de clamidosporos, eletrondensidade e ramificacdes através de

microscopia eletrdnica de varredura.
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