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RESUMO

O fenantreno ¢ um hidrocarboneto aromatico policiclico (HAP), constituido por trés
anéis de benzeno, com caracteristicas toxicas, mutagénicas e carcinogénicas, podendo
ser degradado por microorganismos. Neste trabalho foi avaliado o metabolismo do
fenantreno por Cunninghamella elegans UCP 542, associado ou ndo a salinidade. O
processo de germinagdo, crescimento e morfologia de C. elegans e produgdo de quitina
e quitosana foram avaliados no meio de cultivo sintético para Mucorales, tendo como
controle e tratado as concentragdes de 0,1 ¢ 0,2mM de fenantreno. Cerca de 93,75%
dos esporangiolos foram capazes de germinar com fenantreno a 0,ImM, como tUnica
fonte de carbono. Contudo, os resultados indicaram que o crescimento radial com o
fenantreno 0,1mM, apenas retarda o desenvolvimento da col6nia. No entanto,
fenantreno a 0,2mM inibiu totalmente a germinagdo e o crescimento, devido a alta
toxicidade, confirmado pelo microcrusticeo Artemia salina. Eletrondensidade e
entumescimento aumentados foram mediados pelo fenantreno durante a germinagdo
dos esporangiolos. C. elegans demonstrou ser um fungo halofilico. Com fenantreno a
0,ImM observou-se uma biomassa de 4,6g/L, comparavel ao controle (5,77g/L). Os
resultados inéditos obtidos sugerem que fenantreno a 0,1mM influencia a producao de
quitina e quitosana por C. elegans, contudo, quando associado a glicose o fenantreno
atuou positivamente, como condi¢do mais favoravel para os processos de remogao do

fenantreno.

Palavras chave: Fenantreno, Cunninghamella elegans, Germinagao, Crescimento,

Quitina, Quitosana, Cloreto de sédio.
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ABSTRACT

The phenanthrene is a polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH), consisting of three benzene
rings, with features toxic, mutagenic and carcinogenic, and can be degraded by
microorganisms. This study was evaluated the metabolism of phenanthrene by
Cunninghamella elegans UCP 542, with or without salinity. The process of germination,
growth and morphology of C. elegans and production of chitin and chitosan were evaluated
using the culture synthetic medium for Mucorales, with the control and treated
concentrations of 0.1 and 0.2 mM phenanthrene. About 93.75% of sporangioles were able
to germinate with a 0.1 mM phenanthrene as sole carbon source. However, the results
indicated the radial growth with 0.1 mM phenanthrene, only delays the development of the
colony. However, phenanthrene at 0.2 mM completely inhibited the germination and
growth, due to high toxicity, confirmed by microcrustaceous Artemia salina. Electrondense
and stiffness were mediated by increased of the phenanthrene concentration during the
germination of the sporangioles. C. elegans proved to be halophilic fungus. The treatment
with 0.1 mM of phenanthrene showed a biomass of 4.6 g / L, comparable to control
(5.77g/L). The new results suggest that the 0.1 mM phenanthrene influences the production
of chitin and chitosan by C. elegans, however, when associated with glucose phenanthrene

acted positively in increasing of the condition most favorable to the removal processes.

Keywords: Phenanthrene, Cunninghamella elegans, Germination, Growth, Chitin,

Chitosan, Sodium chlorid.
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1. INTRODUCAO

A polui¢do ambiental ¢ derivada de diversas atividades petroquimicas, portudrias,
principalmente de refinarias e industriais, implicando em um problema mundial, pois,
diminui a qualidade de vida. A contaminagdo por substancias recalcitrantes como o0s
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAP’s), tem preocupado estudiosos do mundo
inteiro, nas cidades industrializadas, ha 150 anos, considerando o aumento da concentragao
de HAP’s no ambiente (Allen et al., 2002, Cornelissen et al., 2005).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos encontram-se em vdarios setores
ambientais e apresentam propriedades carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas, além de
outros efeitos toxicos aos seres vivos, como a capacidade de bioacumulagdo nas diferentes
cadeias alimentares, causando problemas a saide humana e ao ambiente (Allen et al., 2002;
Leys et al., 2004; Stokes et al., 2005; Sabate et al., 2006).

Por conseguinte, existe um interesse crescente para se investigar e entender as
formas de remover estes compostos poluentes derivados do petroleo. Neste sentido, a
degradagdo microbiana representa a principal via para a recuperagdo ecoldgica de locais
contaminados por HAP's (Boonchan et al., 2000).

Entre os microrganismos, os fungos apresentam maior habilidade de transformacao
e degradagdo dos HAP's, ndo como fonte de carbono exclusiva, porém transformando-as
cometabolicamente (Sasek et al., 2003).

Particularmente, os fungos da podridao branca como Phanerochaete chrysosporium,
Pleurotus ostreatus e Trametes versicolor apresentam enzimas lignoliticas extracelulares,
com alta capacidade de degradacdao de HAP's presentes em solos e sedimentos (Wu et al.,
2005 e Valentin et al., 2006).

Os fungos considerados ndo lignoliticos, como Cunninghamella elegans,
Penicillium janthinellum e Syncephalastrum sp, durante o processo de biodegradacdo do
petroleo, podem gerar varios tipos de HAP’s, como: pireno, criseno, fenantreno, antraceno e
benzo[a]pireno (Tavares et al., 2005).

Portanto, a biodegradacdo por microrganismos representa um dos meios mais
vantajosos, pelo qual o petroleo e outros hidrocarbonetos poluentes sao eliminados do

ambiente (Sood e Lal, 2009). Assim, metodologias de baixo custo utilizando fungos e
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bactérias tém revelado o grande potencial desses microrganismos no processo de
recuperagao de ambientes poluidos (Bonnet et al., 2005).

Particularmente, os Zygomycetes, tém se destacado pelo grande potencial em
biotransformar e biodegradar diversos compostos poluentes, incluindo os HAP’s com
propriedades carcinogénicas e mutagé€nicas, produzindo metabolitos com menor toxicidade
(Cerniglia et al., 1992; Boonchan et al., 2000; Juhasz, 2000).

Além da capacidade que muitos fungos apresentam em biotransformar e até mesmo
mineralizar compostos toxicos, outras propriedades podem ocorrer em funcdo dos
constituintes de parede celular, como mecanismo de sor¢do, € consequente remog¢ao de
poluentes toxicos. O mecanismo de adsor¢ao pela biomassa dos fungos tem sido sugerido
pela constitui¢do da superficie celular da parede carregadas eletricamente, cuja vantagem ¢
a capacidade de interagir e reter substancias e ions (Franco et al., 2005; Campos-Takaki,
2005; Freitas Silva et al., 2007).

Portanto, varios esforcos tém sido empregados na busca de linhagens microbianas
mais versateis, com maior potencial de adsor¢do e/ou biodegradacdo de compostos
recalcitrantes, em especial, o petréleo e derivados (Michizoe, 2005). Neste sentido,
pesquisas indicam a utilizagdo de microrganismos isolados de areas contaminadas para
estudos de biodegradagdo por apresentarem maior potencial biologico de remogao (Guha,
1999; Phillips, 2000; Woo, 2001). Assim, o processo de biorremediagao, utilizando micélio
vivo ou inativado tem superado outras técnicas de remediacdo por apresentar uma
metodologia ecologicamente correta e por ndo causar desequilibrio nos ecossistemas,
podendo assim, amenizar os impactos ambientais causados por compostos toxicos sem agredir

a natureza (Bouchez, 1996; Boonchan et al. 2000; Yong-Hak, 2005; Zhang, 2005).

2. OBJETIVOS:

2.1 Geral
Investigar o potencial biotecnoldgico de Cunninghamella elegans na remocao de
HAP - fenantreno, em condi¢des otimizadas previamente, utilizando processos

bioquimicos.
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2.2 Especificos

* Analisar o efeito do fenantreno e do cloreto de sédio na germinacdo de

esporangiolos e no crescimento radial de C. elegans;

=  Acompanhar as alteragdes morfologicas de C. elegans mediadas pelo tratamento

com fenantreno;

=  Avaliar o efeito do fenantreno na produgdo de quitina e quitosana por C. elegans,

» [solar e caracterizar os polissacarideos quitina e quitosana presentes nas paredes

celulares de C. elegans;

= [Investigar o efeito do fenantreno no arranjo microfibrilar da quitina nas paredes

celulares de C. elegans;

= [Investigar o potencial de biorremocado do fenantreno pela biomassa viva e inativada

de C. elegans;

= Validar estatisticamente o efeito de biorremogao do fenantreno por C. elegans.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Petroleo

O petroleo ¢ uma substancia oleosa, inflaméavel, menos densa que a 4gua, com
cheiro caracteristico e de cor variando entre o negro e o castanho escuro.
Embora objeto de muitas discussdes no passado, hoje tem-se como certa a sua origem
organica, sendo uma combinacdo de moléculas de carbono e hidrogénio (Ang et al, 2005).

A contaminagdao do ambiente marinho por petroleo pode ser proveniente de fontes
naturais e/ou antropogénicas. As naturais referem-se a produtos de degradagdo por

organismos vegetais, animais marinhos, erosdo dos sedimentos continentais, producao
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microbiana e quimica, a partir de precursores como os esteroides. E as antropogénicas, com
relacdo ao petroleo, referem-se as atividades de producao, transporte, estocagem e refino de
0leo, queima de gas natural, carvdo, derivados de petrdleo e madeira para geracdo de
energia e aquecimento, combustdo, movimentagdo de embarcagdes, veiculos terrestres e
aeronaves, atividades industriais que utilizam derivados de petréleo como matéria-prima,

especialmente os processos piroliticos e as queimadas (Figueiredo, 1999).

3.1.1 Composi¢cao Quimica do Petroleo

O petréleo € composto por moléculas organicas, as quais podem ser separadas em

classes distintas em funcdo da sua estrutura molecular, destacando-se: hidrocarbonetos

alifaticos (saturados e insaturados) e hidrocarbonetos aromaticos (Figura 1) (Peters e

HIDROCARBONETO |

Moldowan, 1993).

| ALIFATICOS | AROMATICOS
Cadeia Aberta Cadeia Fechada
[e]

Ciclo- Ciclo- Ciclo-
Alcanos Alcenos Alcinos

Figura 1. Diferencas entre os hidrocarbonetos alifaticos e os aromaticos

3.1.1.1 Hidrocarbonetos Saturados
Os hidrocarbonetos saturados possuem ligagdes simples entre seus atomos de
carbono, sendo os compostos mais abundantes no petréleo. Podem ser classificados em

alcanos normais, ramificados e ciclicos (Tissot ¢ Welte, 1984).
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Os alcanos normais ou n-alcanos (CnH2n+2) sdo moléculas com cadeias de carbono
lineares e sem ramificacdes. Possui de um a quarenta atomos de carbono, sendo raramente
encontradas moléculas de maior peso molecular ou com um numero de carbono acima de
40. Os n-alcanos com mais de vinte 4tomos de carbono sdo conhecidos como alcanos de
alto peso molecular e, os menores como alcanos de baixo peso molecular (Tissot e
Welte,1984; Blanc e Connan, 1994). Os isoalcanos possuem a mesma estrutura molecular
dos m-alcanos distinguindo-se dos mesmos por ramificagdes no segundo carbono da sua
cadeia estrutural. Isoprendides sdo compostos formados a partir da reunido de isoprenos
(estruturas basicas compostas de cinco atomos de carbono). Sdo isoalcanos constituidos de
nove a vinte e cinco atomos de carbono. Os isoprendides mais abundantes sdao pristano (2,
6, 10, 14 tetrametilpentadecano - C19) e fitano (2, 6, 10, 14 tetrametilhexadecano - C20)
(Eisenreicha et al., 2004).

Os alcanos ciclicos (cicloalcanos) ou nafténicos (CnH2n) possuem cadeias de
carbono fechadas, constituidas de cinco ou seis atomos de carbono denominados
ciclopentano e ciclohexano, respectivamente. Existem, ainda, moléculas policiclicas
constituidas de 10 a 35 dtomos de carbono (C10 a C35), entre as quais sdo mais conhecidas

os hopanos e esteranos (Tissot e Welte, 1984).

3.1.1.2 Hidrocarbonetos Insaturados

Os hidrocarbonetos insaturados contém um nimero menor de hidrogénio por atomos de
carbono, quando comparado aos n-alcanos. Possuem ligagcdes duplas ou triplas entre seus
atomos de carbono e sdo quimicamente instaveis, podendo ser encontrados no petréleo, por

exemplo, na forma de n-hexeno (Figura 2), n-hepteno e n-octeno (Blanc e Connan, 1994).

Compostos Estrutura

N
n-hexeno

Figura 2. Estrutura Molecular do n-hexeno

(Tissot e Welte, 1978)
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3.1.1.3 Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAP’s)

As moléculas dos hidrocarbonetos aromaticos sdo formadas por uma estrutura
fechada na forma de anel com seis 4&tomos de carbono, possuindo ligagdes simples e duplas
intermitentes entre seus atomos de carbono. O benzeno (C¢Hg) apresenta sua estrutura
molecular sob forma de um ciclo com ligagdes simples intercaladas por ligacdes duplas
sendo o hidrocarboneto aromdtico mais simples da classe. No petrdleo sdo encontrados
hidrocarbonetos aromaticos formados pela fusdo de dois ou mais anéis benzénicos
denominados de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP). No petréleo, compostos
com até quatro anéis benzénicos sdo os mais abundantes, sendo conhecidos como: naftaleno
(2 anéis); fenantreno, antraceno, fluoreno e dibenzotiofeno (3 anéis); pireno,
benzo(a)antraceno e criseno (4 anéis) (Figura 3) (Speight, 1991)

Existe uma imensa variedade de HAP’s no meio ambiente, grande parte deles
possuindo caracteristicas estruturais e propriedades muito similares, sendo comum a
existéncia de isdmeros. Muitas vezes certos isOmeros sdo mais carcinogénicos ou
mutagénicos do que outros (Grisolia, 2000). As propriedades quimicas e fisico quimicas
dos HAP s3ao em grande parte determinadas por seus sistemas de duplas ligagdes
conjugadas, que variam com o numero de anéis e, portanto, com sua massa molecular (Paje,
1998).

Os HAP’s sdo compostos relativamente inertes € suas reacdes mais comuns sao as
reagoes de substituicdo ou de adicao eletrofilica. As reagdes de adicdo destroem a
aromaticidade do sistema conjugado, diminuindo assim a estabilidade da molécula. Muitas
vezes, elas sdo acompanhadas por reagdes de eliminacdo, que regeneram o sistema
aromatico e dao origem a um produto final de substituicdo (Paje, 1998).

Os compostos aromaticos apresentam maior toxicidade do que outros (Banjoo,
2005) e a gravidade da intoxicacdo depende da natureza do composto aromatico, da
quantidade ingerida ou inalada e do tempo de exposi¢ao. Os HAP’s podem apresentar ainda
em sua estrutura atomos de oxigénio e nitrogénio, formando um complexo que podem ser
identificadas em segmentos ambientais variados.

Os HAP’s sdo resistentes a degradagao ambiental por isso, podem acumular-se no
meio ambiente atingindo concentragdes que podem prejudicar a satde. O caso mais

conhecido ¢ o benzopireno, presente na queima de combustiveis fosseis e no tabaco do
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cigarro. O efeito carcinogénico comprovado se da pela interacdo com o DNA das células
provocando mutagdes, € conseqiientemente, cancer (Gill et al., 1994; Giacomazzi; Cochet
2004). O fenantreno ¢ um HAP que ndo atinge diretamente a saude humana, porém,
apresenta alta toxicidade para peixes e algas contaminando o homem de forma indireta
(Pino et al., 2000). Uma variedade de espécies bacterianas tem a habilidade para utilizar o
fenantreno como fonte de carbono e energia (Guha, 1999).

Singleton et al. (2005) identificaram bactérias capazes de degradar o naftaleno e

fenantreno utilizando um bioreator e também pesquisaram as alteracdes genéticas causadas

pelos HAP’s. H
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Figura 3. Exemplos de estruturas moleculares de alguns hidrocarbonetos aromaticos (Peters e

Moldowan, 1993).

3.2 Historico dos HAP’s

O primeiro indicio de carcinogenicidade quimica de produtos de combustio
organica foi publicado em 1775, quando foi observada uma maior incidéncia de canceres
em limpadores de chaminés (Pott, 1775). A atividade carcinogénica atribuida ao
benzo[a]pireno (BaP) foi a partir do isolamento em carvdo, em 1931. No entanto, a

identificagdo como uma nova substancia quimica foi em 1933, permitindo demonstrar que o
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BaP ¢ um forte agente cancerigeno em animais (Finlayson-Pitts e Pitts JR., 1997; Pino et
al., 2000).

As primeiras provas dos riscos ocupacionais € ambientais dos HAP’s foram obtidas
em 1922 pela demonstracdo de que extratos organicos de fuligem eram cancerigenos para
animais. O BaP foi identificado em produtos de combustdo doméstica e posteriormente em
material extraido do meio ambiente. Em 1970 o BaP (e outros HAP’s) foram caracterizados
como agentes cancerigenos de facil inalagdo e como constituinte de aerossoéis urbanos (Noll
e Toledo, 1997).

Nos anos 70 o excesso de carcinogenicidade em particulas atmosféricas foi estudado
e demonstrado que a atividade cancerigena esta associada a outras substancias organicas
ainda desconhecidas. Estas estdo presentes, também, no material organico policiclico
(MPO) de fontes de emissdao primarias (Finlayson-Pitts e Pitts JR., 1997). Também nos
anos 70 foi introduzido um método muito sensivel e eficaz para a determinagdo da
mutagenicidade de substancias quimicas, por meio de bactérias do género Salmonella,
conhecido como ensaio de mutagenicidade ou "Teste de Ames - Salmonella", em
homenagem a seus autores (Ames et al., 1973). A partir desta época muita atengdo tem sido

dada a avaliacdo de HAP’s em matrizes ambientais e biologicas.

3.3 HAP’s no meio ambiente

Os HAP’s podem ser encontrados em diversos setores ambientais tais como solo,
atmosfera, sedimento e por bioacumulagdo pode também estar incorporado aos organismos
vegetais e animais. Os HAP’s em amostras de solo encontram-se geralmente adsorvidos no
material particulado constituinte. Sua deposicdo nas camadas superiores de solo ocorre por
acdo da gravidade (Phillips, 2000). Segundo Mitra et al (2002) a camada cinza ¢
proveniente da combustao de matérias organicas e a poluigdo do ar através de veiculos
motores podem contribuir para a presenca de HAP’s em areas urbanas. Os niveis de HAP
total no solo estdo relacionados com as operagdes na agricultura e queima de biomassa
(Sabate, 2006). Os HAP’s também podem ser facilmente encontrados em sedimentos
marinhos ou de rios apresentando concentragdes altas ou baixas dependendo das

propriedades de sedimentacao.
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O actimulo de substancias no sedimento torna-os disponiveis a biota, podendo
ocasionar a bioacumulagdo nestes organismos (Gogou et al 2000). Isto ocorre com maior
freqiiéncia por meio dos compostos de baixo peso molecular que sdo mais soluveis, por
serem leves e as aguas costeiras tendem a movimenta-los. HAP’s sdo produzidos por
reagoes de alta temperatura tais como a combustdo incompleta ou o pirolise de materiais
organicos (Walker et al., 2000). Sao emitidos principalmente como gases durante estes
processos, mas os HAP’s rapidamente se condensam ou adsorvem em particulas existentes
no ar. Conseqilientemente, as particulas de HAP’s possuem didmetro em escala micromica.
Estas pequenas particulas podem penetrar no aparelho respiratério onde se depositam
podendo comprometer a satide devido suas caracteristicas cancerigenas € mutagénicas

(PINO et al 2000).

3.3.1 Rota dos HAP’s no Ambiente

Os veiculos motorizados também contribuem para o aumento da polui¢do
atmosférica pelos HAP’s, provenientes do processo de combustio (Feam, 2004). Os
poluentes sdo emitidos em maior ou menor quantidade em fung¢ao do combustivel utilizado,
do tipo de motor, da sua regulagem, da manutencao e modo de dirigir. Os veiculos podem
poluir mesmo sem estar em funcionamento, pois com o motor desligado ocorre evaporagao
de combustivel pelo suspiro do tanque e no sistema de carburagdo do motor, sendo grande
parte desses vapores lancada para a atmosfera. Apesar de, individualmente, esse tipo de
emissao ser aparentemente insignificante, ao se analisar o numero de veiculos existentes nas
grandes cidades, verifica-se a geragao de toneladas de poluentes por dia (Faiz et al, 1996).
Os HAP’s sdo caracterizados pela baixa solubilidade em agua (Tabela 1). Devido a essa
hidrofobicidade natural, os HAP’s se acumulam nas particulas finas e na matéria organica
do sedimento marinho, tornando-o assim, um reservatorio de HAP’s. Esse acumulo nos
sedimentos marinhos pode ser proveniente da deposicao atmosférica, transporte de petroleo
e langamento de esgoto. A concentracio de HAP’s nos sedimentos marinhos varia
dependendo da proximidade de areas industriais, correntes maritimas e aguas servidas. A
concentracdo de HAP’s em solos contaminados de areas industriais varia em fun¢ao da

atividade, do tipo de solo, constituintes do solo e grau de saturagdo do local (Tabela 2).
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas de alguns HAPs

Ponto de Pressdo de

Anéis Ponto de Ebulicdo Solubilidade Vapor (Pa
HAP aromaticos Fusao (°C) (°C) (mg/L) a20°C)
Fenantreno 3 101 340 1,29 0,0853
Antraceno 3 216 340 0,07 0,0267
Fluoranteno 4 11 250 0,26 8,0)(10'4
Benzo[a]antraceno 4 158 400 0,014 6,6 X 107
Pireno 4 149 360 0,14 9,1x 107
Criseno 4 255 488 0,002 8,4 - 10-5
Benzo[a]pireno 5 179 496 0,0038 6,7 x 10°
Dibenzo[a,h]antraceno 5 262 524 0,0005 1,3);10'8
Benzo|g,h,i]perileno 6 222 0,0003 1,3x 10°®
Indeno[1,2,3-c,d]pireno 6 163 536 0,062 1,3x 10®

Fonte: IPCS (1998)

Tabela 2. Concentragao de HAP’s em solos contaminados.

Concentragdo de HAP no solo (mg/kg) das Industrias

HAP Producao de Preservagdo de Madeira Fabrica de Gas Petroquimica Produgao de Gas
Creosoto (EUA)
Naftaleno 1131 3925 - 186 97
Acenaftileno 33 49 - - 28
Acenafteno - 1368 2 43 49
Fluoreno 650 1792 225 87 14
Fenantreno 1595 4434 379 156 26
Antraceno 334 3307 156 53 11
Fluoranteno 682 1629 2174 137 73
Pireno 642 1303 491 99 47
Criseno 614 481 345 - 15
Benzo|a]antraceno - 171 317 33 16
Benzo[a]pireno - 82 92 15 14
Dibenzo[a,h]antraceno - - 2451 12 33

Fonte: (Scherrer e Miller, 1989)
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A concentragdo de HAP’s no solo de paises industrializados revelou um aumento
desde meados de 1800, com um pico entre 1950 e 1960. Estudos em solos mostraram
aumento na concentragdo de HAP’s proximo aos centros urbanos, mas a combustdo
antropogénica de combustiveis fosseis € o longo alcance do transporte atmosférico
contribuiram para a dispersao de HAP’s no ambiente. A entrada de HAP’s em organismos
marinhos esta ligada a biodisponibilidade (ex.: particao entre sedimento, 4gua e alimento), e
a fisiologia do organismo, sendo influenciada pelo tamanho do organismo, taxa de ingestao,
taxa de crescimento, permeabilidade da membrana, taxa de ventilagdo, tempo de residéncia
no intestino e regulagao osmotica. Os HAP’s podem ser eliminados dos organismos por
difusdo passiva ou por excrecdo de substancias polares, produzidos em algum processo
metabolico. A presenga de HAP’s em plantas pode expor indiretamente o homem através da

cadeia alimentar (Bodzek et al., 1997; Jung, 2008).

3.4 Efeitos toxicologicos dos HAP’s

Os HAP’s podem causar doengas apds longo e curto tempo de exposi¢do ou causar
efeitos nocivos a pele. O metabolismo dos HAP’s nos mamiferos pode ser observado em
muitos tecidos como figado, pulmaio, rins, placenta, trato intestinal, e pele via citocromo
P450. Monoxigenases dependentes do citocromo P450 sdo responsaveis pela oxidagdo
enzimatica dos HAP’s. Elas agem principalmente sobre a regido de elevada densidade
eletronica ou a nivel da regido angular da molécula do HAP formando 6xidos de arenos
(epoxidos) que podem espontaneamente formar fenois ou, por acdo das epoxido hidrolases,
produzirem di-hidrodiois vicinais. Destes fendis, alguns sdo oxidados a quinonas e outros
podem sofrer nova epoxidacdo levando a formacdo de epoxidos secundarios (di-
hidrodiolepdxidos). O carbono benzilico dos di-hidrodiolepoxidos ¢ capaz de reagir com as
bases do DNA, nomeadamente a guanina e, eventualmente, iniciar um processo
mutagénico. Reacdes semelhantes sdo observadas com outras macromoléculas tais como a
albumina e a hemoglobina. Os di-hidrodiolep6xidos sdo altamente instaveis e, quando ndo
reagem rapidamente, sdo hidrolisados a tetraois, cuja formacao pode ser utilizada como
bioindicador da formagdao de diolepoxidos (Cerniglia, 1992; Sutherland et al 1993). Os

fendis, as quinonas e os di-hidrofenéis podem sofrer conjugag¢do formando sulfatos e
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glucuronatos. Os 6xidos de arenos, as quinonas e os diolepoxidos também reagem com o
glutationa e podem ser eliminados através da urina sob a forma de tioéteres. As principais
enzimas de destoxificagdo que conjugam metabolitos dos HAP’s sdo glutationa S-

transferase e a uridina 5'-difosfato glucuronosiltransferases e sulfotransferases (Figura 4).

Ol
HEATAL
O-GEuearmanik:
Sl

{1 ¥ylrsida

=UH
H

H
A Irais-Ditypedracid
Pyt
Aramihc . o
Hj'dm'"b\:ﬂ PAH-Quirghwy ————a= Rn,J Fismipn Prodycls —=- ED‘.!

Figura 4. Vias metabdlicas utilizadas pelos fungos para degradar os hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos (Cerniglia, 1992).

Algumas pessoas que respiraram ou manusearam misturas de HAP’s por longos
periodos de tempo desenvolveram cancer. Animais de laboratério desenvolveram diversos
tipos de cancer quando em contato com HAP’s por via respiratdria, por ingestdo ou quando
aplicados sobre a pele. O departamento americano de Administracdo de Seguranga e Satide
Ocupacional (OSHA) estipulou um limite méximo de 0,2 mg de HAP’s por metro cubico de
ar em ambiente de trabalho. O limite de exposicdo permissivel para 6leo mineral contendo
HAP’s é de 5 mg/m’ em um periodo médio de exposicdo de 8 horas (Agency For Toxic

Substances And Disease Registry, 1996).
3.5 Impacto Ambiental dos HAP’s
Atualmente, com a quantidade de agentes toxicos, principalmente, dispersos no ar

por atividades industriais, aumenta os riscos de contaminacdo aos ecossistemas.

Certamente, compreender os impactos dos contaminadores no ambiente, a necessidade para
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a prote¢do dos recursos naturais no ambiente € o uso mais apropriado deles traz a
necessidade e a importancia de focalizar mais atencao ao assunto (Fairbrother, 2001).

Tanto a 4gua como o solo e os ambientes marinhos contém sistemas complexos.
Cada um destes sistemas contém sua propria biota, que pode ser representada por milhares
de animais, plantas, microrganismos e at¢ mesmo o homem. Além disto, estes sistemas
interagem com as condigdes fisico-quimicas do ambiente e do clima (Okoro e Amund,
2002).

Assim, se a saude total do ambiente deve ser avaliada e compreendida corretamente,
o impacto dos produtos quimicos nas interacdes entre organismos € seus respectivos
ambientes deve ser avaliado além de seus efeitos individuais. O solo, por exemplo, ¢
exposto freqlientemente a uma variedade de agentes toxicos que na maioria dos casos
resultam das atividades agricolas (Walker et al., 2000).

Os HAP’s possuem propriedades fisico-quimicas importantes como: solubilidade
em agua e lipofilicidade, adsor¢ao no solo e vaporiza¢ao. Contaminantes altamente soliveis
sdo transportados em grandes quantidades através da 4gua e assim encontram-se
distribuidos extensamente a grandes distancias de seus pontos de introducdo no meio
ambiente, podendo ser adsorvidos pelo solo ou sedimento. Alguns compostos poluentes
estdo sujeitos a agdo metabolica de microorganismos que transformam produtos organicos
complexos em substincias inorganicas, estas transformagdes também podem ser
provocadas pela a¢do da luz ou por substincias quimicas. Alguns compostos, entretanto,
nao podem ser degradados totalmente (Giacomazzi e Cochet, 2004) e, persistem no meio
ambiente como ¢ o caso de certos HAP’s. As exposicdes de animais, vegetais e do homem a
esses intermediarios também devem ser avaliadas. Alguns produtos metabdlicos poderiam
ser mais toxicos do que os produtos quimicos originais (por exemplo, HAP). Determinados
contaminantes tendem a acumular-se em organismos aquaticos, com sua concentragao
movimentando-se pela cadeia alimentar gerando efeitos toxicos em outros organismos que
ndo tiveram nenhum contato direto ao contaminante quimico (Giacomazzi ¢ Cochet, 2004).
Ap0s varias pesquisas relacionadas ao estudo do impacto ambiental podemos concluir que o
meio ambiente ¢ muito sensivel a determinado composto quimico e que sua a¢do em certos
setores ambientais pode ser altamente prejudicial aos animais e vegetais. Porém, a
identificacao do contaminante e sua fonte sdo as etapas mais criticas no processo de analise

do impacto ambiental, o que nos faz entender a importdncia de considerarmos o meio
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ambiente como sujeito ativo e diretamente responsavel pela manuten¢ao e melhoramento da
qualidade de vida em nossa comunidade (Morgan ¢ Watkinson, 1994; Atlas,1995; King et
al.,, 1997).

3.6 Fenomeno da Biossorc¢ao

A biossor¢do compreende a ligacdo de compostos & biomassa por um processo que
ndo envolva energia metabdlica ou transporte, embora tais processos possam ocorrer
simultaneamente quando a biomassa viva for usada, pois a biossor¢ao pode ocorrer com
biomassa viva ou morta (Boonchan et al., 2000).

Embora, células vivas e mortas sejam capazes de acumular compostos, pode haver
diferengas nos mecanismos envolvidos em cada caso, dependendo da extensdo a
dependéncia metabolica (Allen-King et al., 2002).

A capacidade de certos microrganismos concentrarem metais pesados ¢ bem
conhecida. Entretanto, somente durante as duas ultimas décadas ¢ que os microrganismos
estdo sendo usados como uma alternativa para a remogao e recuperagdo de compostos
toxicos (Boonchan et al., 2000).

A biossor¢ao desses compostos nao ¢ baseada num Unico mecanismo, observa-se
que ocorrem Vvarios mecanismos que quantitativa e qualitativamente diferem de acordo com
as espécies usadas. A biossor¢cdo segue mecanismos complexos, principalmente troca
10nica, quelagdo, adsor¢do por forgas fisicas e o aprisionamento de ions em capilares inter e
intrafibrilares e espagos da rede de polissacarideos estruturais, como resultado do gradiente
de concentragdo e difusdo através da parede celular e membranas (Stokes et al., 2005).

Desde a década de 80 que a capacidade de alguns microrganismos concentrarem
componentes toxicos a partir de solugdes aquosas, tem sido explorada no sentido de se
desenvolver sistemas de tratamento de aguas residuais (Barra et al., 2005).

Dentro das novas tecnologias de remediacdo ambiental, de baixo custo e facil
implementag¢do, aparece recentemente a biossor¢do que tem revelado ser bastante
promissora na fixa¢do de poluentes. De acordo com Barra (2005) a vantagem dos
tratamentos bioldgicos ¢ a eliminagdo do poluente e nao a simples mudanga de fase, onde
varios microrganismos aerdbicos tém sido descritos como degradadores de poluentes

altamente recalcitrantes. Diversos microrganismos tém sido testados no sentido de se
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aprofundar os conhecimentos dos mecanismos que contribuem ou estdo na origem do
processo de biossor¢cdo. Ha varios grupos quimicos que poderiam atrair € reter compostos
na biomassa, como grupos acetamido de polissacarideos estruturais, como quitina, grupos
amino e fosfato presentes em acidos nucléicos, amido, sulfidrila e carboxila em proteinas,
grupo hidroxilas em polissacarideos, e principalmente carboxila e sulfatos em
polissacarideos de algas marinhas. Entretanto, a presenca de alguns grupos funcionais nao
garante o mecanismo de sor¢do de poluentes, os quais podem estar presentes nas paredes
celulares de bactérias, algas e fungos, sendo considerados como eficientes biossorbentes

(Cerniglia, 1992).

3.7 Biorremediacao Microbiana dos HAP’S

A biodegradacao ¢ um processo natural em que microrganismos podem degradar os
compostos organicos contidos no petroleo. Esse processo pode correr tanto sob condi¢des
anaerobicas como aerobicas, sendo a ultima mais expressiva (Cerqueira e Costa, 2009).
Para que as bactérias possam consumir os hidrocarbonetos presentes no petréleo, como
fonte de energia e carbono, ¢ necessario obedecer a algumas exigéncias relacionadas as
propriedades microbianas e as condi¢des fisicas quimicas do ambiente (Morgan e
Watkinson, 1994; Atlas, 1995; King et al.,1997).

Assim, existem alguns parametros que controlam esse processo, dentre os quais
destacam-se os de controles bidticos e abidticos. Os parametros de controle bidtico sao
referentes as necessidades intrinsecas da flora microbiana envolvida, para que o processo de
biodegradacgao se torne viavel (Cerqueira e Costa, 2009).

Dentre estes parametros destacam-se: microrganismos que degradam os compostos
organicos responsaveis pela contaminagdo e material que possa ser utilizado pelos
microrganismos como fonte de energia e carbono. Os parametros de controle abidtico
referem-se as propriedades fisico-quimicas ideais para que o ambiente suporte a microflora
e ndo que iniba a producgdo de enzimas (Baker e Herson, 1994; Cookson, 1995), dentre os
quais se destacam:

- Temperatura: altera as reagdes quimicas que controlam os processos de crescimento

microbiano, determinando o ritmo e¢ o desenvolvimento do organismo e seus processos
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metabolicos. Cada microrganismo cresce sob temperaturas situadas em faixas

caracteristicas: Psicrofilas (5 a 20°C); Mesofilas (25 a 40°C); e Termofilas (40 a 60° C);

- Materiais toxicos: a presenga de materiais toxicos pode afetar diretamente os
microrganismos responsaveis pela degradacdo. Dentre os principais contaminantes toxicos

que podem afetar a biodegradag¢ao destacam-se os metais pesados e os HAP’s;

- pH: a maioria dos microrganismos desenvolvem-se no intervalo de pH entre 6 e 8§,

havendo poucos, capazes de se desenvolverem fora deste limite;

- Disponibilidade de Agua: o desenvolvimento e a reproducdo dos microrganismos ocorrem

na presenca de dgua disponivel no ambiente;

- Foto-oxidagdo: este processo atua nos compostos organicos gerando produtos mais

polares, tornando-os mais soluveis em dgua e mais facilmente biodegradados;

- Solubilidade: trata-se de um parametro importante, pois quanto maior for a solubilidade

do contaminante em agua, maior serd a biodegradagao;

- Nutrientes: o desenvolvimento microbiano limita-se a presenca de nutrientes,
principalmente nitrogénio e fosforo, os quais auxiliam na sintese da matéria organica pela
comunidade microbiana. Geralmente, utiliza-se a razdo C:N:P =120 : 10 : 1 como sendo a
quantidade minima para o desenvolvimento da flora microbiana.

Os microrganismos degradadores de hidrocarbonetos sdo amplamente distribuidos
na natureza e, entre eles, destacam-se as bactérias e os fungos (Tabela 3). As bactérias sdo
0s microrganismos mais comuns, existindo muitas espécies distintas, das quais, as mais
conhecidas pertencem ao género Pseudomonas (Passos et al., 2009).

Considerando que o petroleo representa uma mistura complexa de substancias
organicas, deve-se considerar que para ocorrer sua biodegradacdo faz-se necessario uma
associacao de microrganismos capazes de degradar todos os compostos contidos no mesmo

(Passos et al., 2009).
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A degradacdo do petroleo por microrganismos ¢ bastante conhecida, podendo ser
comprovada pela ocorréncia de reservatorios de 6leos biodegradados, resultantes do contato
do oleo com dgua enriquecida em microrganismos degradadores de hidrocarbonetos
(Morgan e Watkinson, 1994).

Em certas circunstancias, como nos tanques de armazenamento de 6leo, a presenca
de microrganismos degradadores de oOleo pode ser indesejavel. Entretanto, em outras
situacdes, como derrames de 6leo em ambientes costeiros ou marinhos, a utilizagdo da
biodegradacdao ndo s6 ¢ desejavel como deve ser estimulada através do processo da
biorremediacao (Atlas, 1981).

A degradagdo microbiana ¢ representada por uma rota principal responsavel pela
recuperagdo ecologica de locais contaminados por HAP’S (Guha, 1999), porém, o sucesso
da biorremediagdo esta limitado ao alto peso molecular (Mahony et al., 2002), dificultando
o processo de degradagdo microbiana. Estudos indicam que os HAP’s com alto peso
molecular como o pireno e criseno podem ser mineralizados por bactérias e assim,
desintoxicar solos poluidos. Fungos ndo lignoliticos, como Cunninghamella elegans,
Penicillium janthinellum e Syncephalastrum sp podem transformar uma variedade de
HAP’s, inclusive pireno, criseno, € benzo[a]pireno, para metabdlitos secundarios, cujo
processo de mineralizacdo pode também ocorrer por bactérias. No entanto, o catabolismo
dos fungos isolado e ou em consorcio até o processo de mineralizagdo do benzo[a]pireno,
pode ocorrer pela utilizacdo do derivado de petroleo como exclusiva fonte de carbono, e

consequentemente, o fornecimento de energia (Cerniglia e Gibson, 1979).
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Tabela 3 - Exemplo de Bactérias e Fungos Degradadores de Petréleo

Bactérias Fungos
Leveduriformes Filamentosos
Achromobacter Candida Acremonium
Acinetobacter Debarryomyces Aspergillus
Agrobacterium Rhodotorula Aureobasidium
Alcaligenes Sporobolomyces Beauveria
Arthrobacter Botrytis
Bacillus Colorospora
Brevibacterium Cylindrocarpon
Corynebacterium Dendryphiella
Cytiphaga Fusarium
Flavobacterium Geotrichum
Micrococus Glicocladium
Mycobacterium Gongronella
Nocardia Graphium
Proteus Humicola
Pseudomonas Paecilomyces
Rhocococcus Penicillium
Sarcina Phoma
Serratia Scolecobasidium
Spirillum Sprotrichum
Streptomyces Verticillium
Vibrio
Xanthomonas

Chromobacterium

Fonte: Fonte: Ururahy (1998) apud Del’ Arco (1999) BARTHA (1996)

A exposi¢do humana (e de outros animais) a HAP’s ocorre por diferentes vias. As
mais importantes sao a inalacdo de ar poluido e a ingestdo de alimentos ou de agua
contaminada. No caso de seres humanos, outros importantes modos de exposi¢do a HAP’s
sdo o habito (ou vicio) de fumar, a inalacdo (passiva) de fumaga de cigarros e a exposi¢ao
ocupacional em atividades e processos envolvendo a produg¢do ou manuseio de matérias-
primas que contenham estes compostos (Cerniglia, 1992; 1997). A biotransformagdo de
HAP’s em organismos vivos estd bem estudada (Langwaldt e Puhakka, 2000) e pode

representar uma forma de redugdo dos niveis ambientais destas substincias, mas a
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metabolizacdo pode ter dois papéis antagOnicos nestes organismos: a) pode levar a
formacgdo de substancias mais toxicas; b) pode servir como mecanismo de detoxificacao.
Um exemplo ¢ a presenga de conjugados de 1-hidroxipireno com B-O-glicosideos e B-O-
glicorinideos em plantas (Nakajima et al., 1996). A procura de bioindicadores confidveis
para o estudo da exposicao humana aos HAP’s e seus derivados constitui ainda matéria para
muita pesquisa. Alguns indicadores especificos, como por exemplo, o 1-hidroxipireno, tém
sido propostos e utilizados com sucesso nos estudos da exposi¢cdo humana a determinados

HAP’s.

A técnica de biorremediagdo ¢ aplicada através da bioaumentacdo e da
bioestimulacdo (Lindstrom et al., 1991). A bioaumentagdo ocorre pela adi¢do de
microrganismos especificos em regides impactadas, adaptados em laboratorio as condigdes
ambientais. Ao usar essa técnica, faz-se a avaliagdo dos microrganismos presentes no
ambiente, identificando-se os degradadores de 6leo. Em seguida, através de bioreatores
estimula-se em laboratorio, o crescimento microbiano das espécies de interesse e,
posteriormente, injeta-se o “pool” de microrganismos no local contaminado com o objetivo
de aumentar a populagdo microbiana, responsavel pela degradacao do 6leo (Venosa et al.,
1991 apud Hoff, 1993). Entretanto, a aplicagdo do método na descontaminagdo de
ambientes costeiros ndo se mostrou suficientemente eficaz, visto que héd constante atuacao
de processos intempéricos, correntes marinhas, ventos, ondas, chuvas e competicdes
microbianas, que limitam a utilizacao dessa técnica (Atlas, 1981).

A bioestimulagdo ¢ a aceleragdo da reproducdo microbiana e de suas atividades
metabolicas, pela adicdo de oxigénio, d4gua e nutrientes ao meio ambiente contaminado
(Hoff, 1993; Atlas,1995; Bartha, 1996; Cerqueira e Costa, 2009).

Tanto a adigdo de agua como a oxigenacao do ambiente contaminado favorece a
atuacdo da biodegradagdo. Ja a aplicagdo de nutrientes ricos em nitrogénio e fosforo, tem
sido amplamente estudada, principalmente quando a concentracdo dessas substancias ¢é
limitada, como ocorre nos ambientes costeiros localizados em regides de clima tropical
(Lindstrom et al., 1991; Furnas, 1992; Hoft,1993; Bragg, 1992; Rytkonen et al., 1997).

A aplicagdo da técnica de biorremediagdo exige a avaliagdo prévia dos poluentes, ou
seja, deve-se analisar o impacto da contaminacdo no ambiente, a tendéncia de degradacao

de cada composto e as condigdes necessarias para a biodegradagao (Passos et al., 2009). Por
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exemplo, varios compostos organicos que foram considerados toxicos e recalcitrantes, sabe-
se hoje que podem ser biodegradados.

Entretanto, esses compostos persistem como poluentes por longos periodos, em
fun¢do das condi¢des ambientais ndo serem propicias ao desenvolvimento da atividade
microbiana, que resultaria na degradacdo bioquimica. Todavia, existem compostos nao
biodegradaveis e/ou seus produtos metabolicos intermedidrios serem mais téxicos que 0s
proprios compostos originais (Passos et al., 2009).

O desenvolvimento do projeto de retirada de 6leo em ambientes costeiros, através do
uso da biorremediacdo, requer conhecimento nas areas de bioquimica, microbiologia,
geoquimica, hidrogeologia e geologia (Cookson, 1995). Na aplicabilidade da
biorremediacdo deve considerar a natureza, concentragdo e distribuicdo dos contaminantes
no ambiente, propriedades quimicas da agua, caracterizacdo do solo, andlise quantitativa
dos nutrientes, fatores ecologicos, danos a saude e tempo de exposi¢do da contaminagao

aquele determinado local (Crawford e Crawford,1996; Passos et al., 2009).

3.8 Zygomycetes

A Classe dos Zygomycetes possui representantes em varios ambientes como: solo,
agua, fezes, graos estocados, frutos, folhas, vegetais vivos, outros fungos e animais
vertebrados e invertebrados (Alexopoulos et al., 1996) e t€ém como caracteristicas principais
hifas cenociticas com septos apenas para diferenciar as estruturas reprodutivas, esporangios
ou gametangios, rizoides que fixam o fungo ao substrato e estoldes. A reproducao dos
Zygomycetes ocorre assexuada ou sexuadamente, pela produgdo de esporangiosporos no
interior de esporangios ou por copulagdo gametangial, respectivamente. Algumas espécies
produzem clamidosporos, podendo ser saprobias, outras simbiontes como as micorrizas e
parasitas de outros fungos, animais e plantas (Alexopoulos et al., 1996). Os Zygomycetes
sao fungos que podem produzir esporos de resisténcia, de parede celular rigida, chamado de
zigosporo cujo desenvolvimento se d4 no interior de zigosporangios apds a fusdo completa
entre dois gametangios que em alguns casos surgem do mesmo micélio.

Nessa classe estao compreendidas cerca de 770 espécies de fungos terrestres. Apesar
da maioria delas serem saprobias existem muitas espécies parasitas, formadoras de

micorrizas e outras de grande interesse biotecnoldgico (Alexopoulos et al., 1996). Espécies
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dos géneros Mucor e Rhizopus sdo saprobias em alimentos estocados. Rhizopus stolonifer e
Mucor racemosus sao espécies que promovem a deterioragdo de frutas e vegetais e também
de cereais armazenados em silos. Algumas espécies pertencentes a esses géneros podem
ainda ser parasitas do homem causando varias doencgas graves.

O género Cunninghamella pertence a classe dos Zygomycetes cujo, o habitat dessas
espécies ¢ geralmente o solo e outros substratos organicos. Os representantes exibem
colonias com crescimento rapido, coloragdo variando entre branca a cinza, esporangioforo
ereto, ramificado e na extremidade de cada ramificacdo formam-se vesiculas piriformes ou
globosas com diversos esporangiolos. O micélio quando jovem nao exibe septo. A septagao
esta associada a idade da cultura (Freitas Silva et al., 2007).

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 sao formados entre células suspensoras, geralmente heterotalicas,
clamidoésporos podem ocasionalmente ser formados (Tortora et al., 2000).

De modo geral, os aspectos morfoldgicos correspondem a elementos fundamentais
na identificacdo dos fungos. Do ponto de vista taxondmico, espécies de Cunninghamella
podem ser identificadas por sua habilidade em responder a variacdes no meio de cultivo.
Contudo, a separagdo das espécies ¢ complexa e alguns estudos foram realizados para
identificar caracteres de valor taxondmico como, exemplo, a forma do esporangiolo
analisada por microscopia optica (O’Donnel, 1979; Shipton e Lunn, 1980; Alexopoulos et
al., 1996).

Domsch et al. (1980) descrevem que os esporangioforos podem atingir até 20,0 um
em comprimento e que as vesiculas terminais podem chegar a 40,0 um de diametro e as
laterais de 10-30 um. Shipton e Lunn (1980) reportaram que os esporangiolos de varios

isolados de C. elegans apresentaram formas globosas, subglobosas e raramente elipsoidais.

3.8.1 Composicao bioquimica de parede celular

A principal caracteristica da parede celular dos fungos ¢ apresentar na sua

composi¢do os co-polimeros quitina e quitosana (Bartnicki-Garcia, 1968; Campos-Takaki,

2005; Magnelli et al., 2005; Nimrichter et al., 2005; Perez e Ribas, 2004).
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Quitina ¢ o segundo polimero natural mais abundante do planeta, isolado pela
primeira vez a partir de fungos, por Frenchmam Braconnot, em 1811. E obtida
principalmente do exoesqueleto de crustaceos, moluscosye insetos. Cerca de 50-80% dos
compostos organicos da carapaca de crusticeos e insetos consistem de quitina. Sua
estrutura, formada por unidades P(1 — 4)2-acetamido-2- desoxi-D-glicopiranose,
assemelha-se a celulose, com exce¢dao do grupo hidroxila do C2 que sdo substituidos por
grupos acetamida na quitina (Figura 5A). A similaridade reflete na fungdao que exercem na
natureza, ambos atuando como material estrutural e protetor (Andrade et al.,2000). A
quitina ¢ insoliivel em 4gua, acidos diluidos, 4lcalis e na maioria dos solventes organicos. E
solivel em exafluorisopropanol, hexafluoroacetona, clorodlcoois em conjugagdo com
solugdo aquosas de acidos minerais e dimetilacetamida contendo 5% de cloreto de litio
(LiCl). Acidos minerais concentrados dissolvem com simultanea degradagdo o polimero em
sacarideos menores (Amorim et al., 2005). A produgdo industrial da quitina é realizada
basicamente através do tratamento de carapagas de camardo e caranguejo, com NaOH
diluido para desproteinizacao, seguido de tratamento em meio acido (HCI diluido) para
desmineralizagao.

Nos ultimos anos tem crescido o interesse em investigar o potencial de quitina em
diversas areas. Dentre as aplicagdes da quitina podemos citar: tratamento de aguas
residuarias industriais (Benguella e Benaissa, 2002) medicamentos antiinflamatérios
(Tharanathan e Kittur, 2003) e bactericidas (Je, 2006), fabricacdo de fibras e tecidos
(AMORIM, et al., 2005). Na area de tratamento de 4gua, muitas pesquisas envolvendo
quitina estdo sendo desenvolvidas. Sua capacidade de formar filme, pode ser aplicada em
sistemas filtrantes. Recentemente, Yusof et al. (2003), produziram um filme de quitina com
potencial de uso como membrana em sistemas de osmose reversa. Quitina também pode ser
aplicada na remocdo de metais pesados (Franco et al., 2005), compostos organicos
(Amorim et al., 2005) e corantes de efluentes téxteis (Synowiecki et al, 2003).

Quitosana B(1 — 4)2-amido-2-desoxi-D-glicopiranose, constitui o principal
derivado da quitina (Figura 5B). Este biopolimero foi descoberto por Rouget, em 1859,
através da desacetilacdo da quitina. Usando uma solu¢ao de hidroxido de potassio (KOH).
Durante a reacdo, parte das ligacdes N-acetil da quitina sdo rompidas, formando unidades
de D-glicosamina, o qual possuem um grupo aminico livre. A Figura 5B representa a

estrutura da quitosana que ¢ insoluvel em dagua, alcool, acetona, mas se dissolve em
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solucdes aquosas de acidos organicos, tais como acido acético, formico e citrico, além de
acidos minerais diluidos, produzindo uma solugao viscosa. A solubilidade da quitosana esta
relacionada com a quantidade de grupos amino protonados (-NH; ") na cadeia polimérica.

As propriedades e aplicagcdes da quitosana dependem fundamentalmente da massa
molar e do grau de desacetilagdo, numero de grupos amino em relacdo aos grupos
acetamina da cadeia polimérica. A massa molar da quitosana comercial geralmente varia
entre 100.000 a 1.200.000 g/mol e o grau de desacetilacao de 70 a 95%. Porém,
dependendo do método utilizado, ¢ possivel obter quitosana com uma larga variedade na
distribuicdo do peso molecular ¢ do grau de desacetilacio (Dos Santos et al., 2003;
Stamford et al., 2007). A disponibilidade de grupos amino (NH;) na estrutura da quitosana
torna muito eficiente sua capacidade de absorver substancias com grupamentos acidos tais
como taninos, flavonoéides, proteinas e fenois, além de poder interagir com moléculas como
colesterol, acidos graxos e ions metalicos.

Com relagdao a interagdo com ions metalicos a quitosana atua de uma maneira
diferente. O nitrogénio do grupo amino age com doador de elétrons, geralmente em pH
elevado, formando um complexo com o ion metalico. Recentemente foi relatado por
Shigemasa e Minami (1996) o potencial da quitosana em diversas areas, podendo ser
utilizada na forma de flocos, gel, membranas ou fibras. Nestes estudos foram citadas
aplicagdes de quitosana na producdo de cosméticos, drogas e medicamentos para reducao
de peso, confeccdo de lentes de contato, tratamento de regeneracdo da pele, aditivos
alimenticios, membranas semipermeaveis, no desenvolvimento de biomateriais, tratamento
de agua, industria fotografica e de papel. Uma das aplicagdes mais conhecidas da quitosana
¢ sua utilizagdo com capsulas para emagrecimento. Na area biomédica ja foram citados sua
atuacdo na coagulagdo sanguinea (Dos Santos et al., 2003), analgésicos, bactericidas e
cicatrizantes (Murugan e Ramakrishna, 2004). Algumas pesquisas tém sugerido a aplicacao
de quitosana como pele artiificial (Shigemasa e Minami, 1996).

Pesquisas voltadas para a aplicagdo da quitosana no tratamento de dgua e efluentes
tém gerado maior interesse. Alguns tipos de membranas de quitosana estdo sendo
desenvolvidos para clarificacdo e purificacdo de 4gua com boas propriedades
semipermeaveis (Shigemasa e Minami, 1996).

A quitosana pode atuar como agente floculante, devido a alta densidade de carga dos

grupos amino, capaz de interagir com substancias carregadas negativamente. Amorim et al.
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(2005) usaram quitosana como floculante para tratamento de 4gua. Inumeras pesquisas
utilizam quitosana como adsorvente para a remoc¢ao de metais pesados, tais como chumbo,
cobre, niquel, zinco e cadmio (Mahony et al.,, 2005) de aguas residuarias industriais. A
habilidade da quitosana pode ser aumentada através de modificagdes em sua estrutura, por
reagoes cross-linkage e complexagdo com outros polimeros. O polimero ¢ susceptivel a
mudangas estruturais, devido a grande quantidade de grupos reativos como as hidroxilas e
principalmente os grupos aminos. Barros (2005) produziu em sua pesquisa esferas de
quitosana ativas com ligante 8-hidroxiquinolina, para adsor¢do de ions metalicos de
efluentes industriais. Seus experimentos foram conduzidos em sistemas de batelada e
coluna, para avaliar a remog¢ao dos ions Cu+2, Ni+2, Cd?ezn™ A capacidade de adsorcao
de ions metalicos por materiais quitinosos, tem sido muito reportada. No entanto, existem

poucos relatos sobre adsor¢do de HAP’s por esse tipo de material.
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Fonte: Campos-Takaki (2005)

Figura 5. Formula estrutural da quitina (A) e quitosana (B).

3.8.2 Aspectos Ultraestruturais de Mucorales

Sob o ponto de vista estrutural, os fungos sdo organismos eucarioticos e, portanto
exibem citologicamente, os caracteres comuns desse grupo de organismos, sendo de modo
geral, caracterizados através da microscopia Optica. A introdug¢do da microscopia eletronica
na década de 60 para analise estrutural de fungos gerou uma nova visdo sobre esse tipo
celular. Aspectos da morfologia e germinagao dos esporos de espécies de Rhizopus, Mucor

rouxii, Gilbertela persicaria e Mycotypha sp foram observados de maneira mais evidente

(Grove, 1970; Bracker,1968).
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Desde o desenvolvimento da microscopia eletronica em 1931, como método de
estudo de células, uma série de metodologias, como por exemplo, a microscopia eletronica
de varredura nos anos 60, microandlise por Raios X e técnicas imunoldgicas foram
aperfeicoadas. A rapida evolucao do surgimento de microscopios mais modernos, como o
de transmissao de alta resolucao e o de varredura permite atualmente, inclusive, o estudo de
amostras frescas e o minimo de manipulagdo possivel durante o processamento (Collins et
al., 1993).

A caracterizagdo da ultraestrutura de fungos ¢ fundamental para o entendimento de
alguns aspectos do desenvolvimento celular, como por exemplo germinag¢dao esporos,
interacdes hospedeiro-patdégenos, comportamento nuclear, estudos de organelas e estudos
sobre a organizagdo celular. A avaliagdo ultraestrutural auxilia a taxonomia e
consequentemente aumenta o conhecimento sobre processos de controle de disseminacao,
controle de patogenicidade (Mims, 2005).

Com os avangos da microscopia eletronica foi possivel elucidar alguns aspectos
unicos da estrutura celular dos fungos parasitas de plantas, identificacdo de elementos
estruturais para estudos taxondmicos e identificagdo dos aspectos de ultraestrutura fina de
esporos (Mims, 2005). A citoquimica ¢ um método que permite a geracao de informacgdes
sobre a localizagdo in situ de moléculas, o que permite uma correlagdo entre as diferentes

atividades bioquimicas e fisioldgicas.

3.8.3 Microfibrilas de Quitina

As microfibrilas de quitina estdo interiorizadas em uma matriz amorfa, produzindo
uma armagao que da a morfologia da parede. Esta matriz € que contém as proteinas e os
polissacarideos tais como os glucanos ou mananos (Moore-Landecker, 1996). A parede de
ascomicetos e basidiomicetos filamentosos consiste principalmente do complexo (1-3)/(1-
6)bglucano-quitina, (1-3)a-glucano e de (glico) proteinas. H4 evidéncias que todos os
componentes sao expelidos na area da parede como entidades separadas e

subseqilientemente sdo modificados (Van Wetter et al., 2000).
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Os efeitos do NaCl e fenantreno foram investigados na germinagdo e no crescimento de
Cunninghamella elegans (UCP542). C. elegans foi cultivado em meio sintético para
Mucorales (HeA) controle ou tratado com fenantreno (0,1 e 0,2mM) e NaCl a 4%. A
quantificagdo dos esporangiolos germinados foi acompanhada em intervalos de 1h em 1h
até 6h e o crescimento radial de C. elegans até 96h, com medigdes didrias do didmetro da
colonia. Os resultados demostraram que 93,75% dos esporangiolos germinaram na
presenca de fenantreno a 0,ImM, como unica fonte de carbono apos 96 h de cultivo. O
crescimento radial demonstrou que o tratamento com 0,IlmM de fenantreno retardou o
desenvolvimento da colonia, contudo, o fenantreno a 0,2mM inibiu totalmente o
crescimento de C. elegans. O cloreto de sddio ndo proporciona nenhuma alteragdo no
crescimento. O pH subiu para faixa de 8,0 exceto o pH do meio controle que oscilou entre
4,0 ¢ 5,0. No meio com fentreno a 0,1 mM como unica fonte de carbono, observou-se uma
biomassa de 4,6g/L em relagcdo ao meio controle (5,77g/L). No tratamento com 0,ImM de
fenantreno observou-se um efeito sub-inibidor do fenantreno no teste de toxicidade com
Artemia salina. Os resultados obtidos sugerem que C. elegans ¢ tolerante a baixas
concentracdes de fenantreno e que o cloreto de sédio ndo altera o desenvolvimento do

fungo.

Palavra-chave: Ultraestrutura, Cunninghamella elegans, fenantreno, cloreto de sddio
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Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP’s) sd3o compostos carcinogénios
derivados do petrdleo, gerados naturalmente e de forma continua, pela queima incompleta
de substancias organicas, como madeira e matéria organica [26, 30, 31, 32, 34]. Contudo, a
contamina¢do do solo apresenta-se como um tipico efeito da atividade antropogénica,
devido a producao ambiental dos HAP’s nos distintos setores indutriais, como, na
fabricagdo de corantes, fibras sintéticas, nas substancias quimicas com habilidade de
preservagdo, etc. Independentemente da atividade industrial, os centros urbanos sdo os
locais com maior potencial de contaminacdo dos HAP’s, devido aos combustiveis, que
podem contaminar o ar, o solo, o subsolo e as aguas subterraneas com hidrocarbonetos
resultantes dos vazamentos nos tanques subterraneos de armazenamento de combustiveis
[5]. Além disso, motores veiculares, oficinas mecanicas e garagens de automoveis sao
também fontes geradoras de HAP’s nas cidades. Considerando, estas atividades, o solo
recebe anualmente quantidades consideraveis dos HAP’s, em fun¢do da complexidade da
sua estrutura quimica, da sua baixissima solubilidade em agua [1, 18].

Tendo em vista que o carater recalcitrante dos HAP’s, torna-se evidente no meio ambiente
e que muitos deles apresentam natureza carcinogénica, mutagénica e teratogénica, além de
efeitos toxicos aos seres vivos [2, 7, 17, 25, 26, 33]. Faz-se necessario o emprego de
metodologias utilizando microrganismos nos processos de descontaminagdo de areas
poluidas, considerando o custo relativamente baixo e resultados significativos, na remog¢ao
de compostos toxicos do ambiente [2, 26]. Alguns fungos podem crescer bem em ambientes
salinos, como agua do mar e salmoura de industria de conservantes. Assim, fungos que
habitam ambientes salinos devem ser capazes de resistir a altas concentragdes de sodio e
cloreto no ambiente, sendo a pressao osmotica, destes fungos, dependente da absor¢cdo dos
solutos do meio externo [3].

Viarios ascomicetos e fungos imperfeitos sdo capazes de crescer em condi¢des salinas.
Entretanto, quando células fungicas sao transferidas para um meio contendo alta
concentracdo de cloreto de sodio, pode ocorrer uma elevacao da fase “lag” de crescimento,
como observado em Debaryomyces hansenii [18].

Nestas condi¢des, um dos primeiros eventos que ocorrem na célula ¢ a inibi¢do do processo
glicolitico. Isto parece ocorrer devido ao aumento do conteudo celular de sddio e potassio;
com redugao na produgdo de glicerol e de etanol, e aumento na producao de trealose [3].

Neste trabalho foi investigado o efeito fisiologico do fenantreno e do cloreto de sédio sob a
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germinagdo de esporangiolos, o crescimento radial, no perfil de crescimento e nos aspectos
ultraestruturais de C. elegans, na presenga do fenantreno a 0,ImM e 0,2mM,

respectivamente, com a finalidade de estabelecer as respostas frente a toxicidade do HAP.

Material e Métodos

Microrganismo. Cunninghamella elegans UCP 542, isolada de sedimento de mangue do
municipio de Rio Formoso, Pernambuco, Brasil [12], integrante da cole¢do de culturas UCP
(Universidade Catolica de Pernambuco) e registrada na World Federations Culture

Collection — WFCC, mantida no meio de cultura BDA a 5°C.

Fenantreno. O hidrocarboneto aromatico policiclico fenantreno foi obtido da Sigma. A
solucdo estoque foi preparada dissolvendo-se o fenantreno em acetona a uma concentragao
de 10mM, filtrada em membrana de Millipore e armazenada em frasco ambar, a

temperatura de 5°C.

Condicoes de Cultivo

Germinacio de esporangiolos de Cunninghamella elegans. O pré-indculo foi preparado a
partir do crescimento de C. elegans em placas de Petri contendo o meio YMA (yeast extract
3g, malt extract 3g, glicose 10g, peptona 5g e dgar 15g por litro). Os esporangiolos foram
coletados em salina tamponada, contados em camara de hematocitometro, transferidos 107
esporangiolos/mL para frascos de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo 50 mL
do meio Hesseltine e Anderson [17] (4% glicose) usado como controle e tratados com 4%
de cloreto de so6dio ou fenantreno a 0,1 e 0,2mM como unica fonte de carbono. Em seguida
os frascos foram incubados a 28°C sob agitacdo de 150 rpm, sendo retirada aliquotas de
40uL, a cada 60 minutos, durante 6h. A emissdo do tubo germinativo foi visualizada ao
microscopio Optico com a objetiva de 40x, sendo contado um total de 200 esporangiolos
para cada amostra. Nos intervalos de 2 e 4 h foram retiradas amostras para fixagdo e
posterior observacao através de microscopia eletronica de varredura. Os experimentos

foram realizados em triplicatas.
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Crescimento Radial. C. elegans foi crescida por 48 h, em placas de Petri no meio de
cultura YMA, onde foram removidos assepticamente discos (Smm de didmetro). Os discos
foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo 20 mL do meio Hesseltine e
Anderson [17] controle (4% glicose) e tratados com 4% de cloreto de so6dio ou fenantreno a
0,1 e 0,2mM como unica fonte de carbono. Em seguida, as placas foram incubadas a
temperatura de 28°C na auséncia de luz. A avaliagdo do crescimento radial foi realizada
através de medigdes diarias diametralmente opostas, com auxilio de uma régua milimetrada
As leituras foram realizadas em intervalos de 6h, at¢é um periodo de 48h. A curva de

crescimento foi construida com base nas médias dos valores obtidos.

Curva de crescimento. O pré-inoculo para a curva de crescimento foi realizado a partir de
um cultivo prévio dos esporangiolos de C. elegans em milhocina a 6% por 48h, sob
agitacdo orbital de 150 rpm, a 28°C. Apos esse periodo esporangiolos foram contados em
hematocitdmetro para uma concentra¢ido de 10 esporangiolos/mL. Cerca de 100mL do
indculo foi transferido para frascos Erlenmeyers de 1000mL contendo 400mL do meio de
cultura descrito por Hesseltine e Anderson adicionado de glicose (4,0%), como controle ou
como tratado contendo fenantreno a 0,1 ou 0,2 mM e 4% de cloreto de so6dio. Apods o
periodo de incubagdo a 28°C, sob agitagdo orbital de 150 rpm, aliquotas foram retiradas a
cada 2 horas nas primeiras 12 horas e posteriormente, com intervalos de 12 horas até¢ 72
horas. As culturas foram filtradas (filtro nylon silkscreen 120F) e, posteriormente, a
biomassa foi colocada em frascos previamente tarados, submetida ao processo de
liofilizacdo mantida em dessecador a vacuo, a temperatura ambiente. A biomassa foi

determinada por gravimetria e do liquido metabolico foi determinado o pH.

Determinacio do pH. O acompanhamento do pH do liquido metabdlico dos distintos

ensaios foi determinado por potenciometria.

Teste de Toxicidade. O teste de toxicidade utilizando Artemia salina foi realizado segundo
[30]. O teste foi realizado com amostras com o liquido metabodlico em triplicata. As
concentragdes da solugdo filtrada foram 25%, 50%, 75%, sendo o volume final do teste de
4,5mL. Para a amostra de 10% de concentracao foram utilizados 0,5 mL da amostra para

45mL de solugcdo salina, e assim sucessivamente. Foram utilizados cistos do
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microcrustaceo para eclosdao a 28°C por 24h. Apds eclosdo deu-se inicio ao teste com 10
individuos em frascos de vidro de capacidade para SmL. Apds 24 horas de ensaio, a 28°C,
foram realizadas as contagens dos organismos ndo vidveis, determinando a percentagem de

toxicidade para a Artemia salina.

Microscopia Eletronica de Varredura [8]

Amostras de C. elegans crescida em meio HeA controle e tratado com fenantreno 0,5 ou
1,0mM e 4% de cloreto de sodio foram coletadas nos intervalos de 60 minutos, durante 6h.
Apenas os horarios de 2 e 4h foram fotografados. As amostras foram lavadas duas vezes em
PBS (solucao salina tamponada) pH 7,2 durante 10 minutos. Em seguida, fixadas com
glutaraldeido 2.5% em tampao fosfato, 0,1M, pH 7,4 durante 1 hora, a temperatura
ambiente. Apods a etapa de fixacdo, todas as amostras foram novamente lavadas com tampao
fosfato, duas vezes, durante 10 minutos. Seguindo-se a pds-fixacdo com tetroxido de 6smio
1%, em tampao fosfato, durante 1 hora a temperatura ambiente, condi¢des de escuridao. Em
seguida, as amostras foram mais uma vez lavadas com tampao fosfato 0,1M, sendo
posteriormente submetidas ao processo de desidrata¢do. Para a desidratacdo das amostras
foi utilizado 4lcool etilico, em propor¢des de 50%, 70%, 90% (5 minutos para cada troca)
até a propor¢ao de 100% (trés vezes, 10 minutos cada troca). Ap0Os essa etapa, as amostras
foram submetidas ao ponto critico para eliminacdo total da fase liquida, seguindo-se a
montagem em suportes de aluminio e posterior metalizagdo. Assim preparadas, as amostras
foram analisadas e fotografadas ao microscopio eletronico de varredura (JEOL LSM 5600

LV).

Resultados e Discussao

Influéncia do cloreto de sédio e do fenantreno na germinacio e na morfologia de C.
elegans UCP542

A germinagdo dos esporangiolos de C. elegans em meio de cultura Hesseltine e Anderson
controle (4% glicose) e tratado com 4% de cloreto de sddio e fenantreno (0,1mM ou
0,2mM), esta representada na Fig. 1. Os esporangiolos de C. elegans iniciaram a emissao de
tubos germinativos 2h apds a inoculagao nas diferentes condi¢des de cultivo. Porém, na Fig.

2A observa-se um efeito retardado na emissdo dos tubos germinativos para as condigdes
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contendo fenantreno 0,2mM e/ou cloreto de sodio a 4% em relacdo ao controle que em 2h
inicia o processo germinativo. O meio Hesseltine e Anderson tratado com cloreto de sodio a
4% causam um efeito halofilico a nivel celular, porém ¢ possivel que ocorra um aumento da
permeabilidade nesta concentracdo e com isso haja uma elevada producdo de quitosana
existente na parede celular dos fungos [4, 11, 31].

Quando o microrganismo foi submetido ao tratamento com fenantreno 0,1mM ocorreu
germinagdo de 93,75%, em relacdo ao meio controle que apresentou 96% de germinacao
em 6h de incubagdo. Esses resultados sugerem que, provavelmente o fenantreno tenha
promovido alteragdes na permeabilidade celular, modificando o mecanismo de germinacgao.
Assim, os dados obtidos com C. elegans confirmam que a alteragdo na membrana
plasmatica seguida do actimulo de substincias como poliois e glicerol em fungos
halotolerantes do género Aspergillus, no sentido de equilibrar com a pressdo osmotica

externa [35].

Influencia do cloreto de Sodio e fenantreno no crescimento de C. elegans UCP542

A Fig. 3 apresenta crescimento radial com nivel de inibi¢do nos tratados com fenantreno
(0,ImM e 0,2mM) como Unica fonte de carbono e nos tratados com fenantreno associado ao
cloreto de sodio. Todos tiveram valores inferiores ao controle (7,34cm). Tam et al [32]
relataram que, para um consorcio de bactérias, a salinidade nao inibe acentuadamente seu
crescimento e ainda favorece a biodegradacao do fenantreno.

O perfil de crescimento de C. elegans esta apresentado na Fig. 4, producdo da biomassa
(g/L) e determinacdo do pH no decorrer das 72 horas de fermentagdo. Os tratados com
fenantreno 0,1 ou 0,2mM apresentaram uma menor producdo de biomassa (3,6 ¢ 2,8g/L,
respectivamente) durante o periodo de incubacdo de 72 h em relagdo ao controle (5,77g/L).
Os primeiros estudos com Mycobacteria revelam que as células absorvem os
hidrocarbonetos e que podem usar o fenatreno (ou outro HAP’s) como uma fonte exclusiva
de carbono e energia [36]. Porém, alguns estudos relatam os efeitos da salinidade na
biodegradacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e relacionam a salinidade a
mineralizagcdo do fenantreno e naftaleno em sedimentos de estuarios [20,31,34,35].

Estudos demonstram que a evaporagao em lagoas salinas diminui e a biodegradacao de

hidrocarbonetos com o aumento da salinidade devido a redu¢do no metabolismo dos
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microrganismos [20]. Essas pesquisas corroboram com os resultados aqui obtidos que
demonstram que o cloreto de sodio associado ao fenantreno promove uma reduciao do
crescimento (Fig.4) microbiano, provavelmente devido a um efeito na membrana
citoplasmatica causando permeabilidade celular. E outros estudos demonstram que o
aumento da temperatura durante o cultivo inibe o crescimento de Rhodococcus na presenca
do pireno [34]. Os autores nao incluiram informagdes sobre a temperature na auséncia do
pireno.

O comportamento do pH no decorrer do periodo de 96 horas de cultivo demonstra discreta
oscilagdo, apresentando valores aproximadamente constantes na faixa de 6,0 a 8,0 nas
condi¢des com os tratamentos isolados com fenantreno ou com o fenantreno associado ao
cloreto de sodio. Esses resultados quando comparados ao controle (auséncia de tratamentos)
indicam que o crescimento de C. elegans no meio Hesseltine e Anderson sugere a utilizacao
da fonte de carbono glicose na via glicolitica mantendo assim o pH 4,0. Estes resultados
diferem dos encontrados por Freitas Silva [11] que observou oscilagao de pH de 4 a 7. Por
outro lado, Stamford et al [31] quando avaliaram o comportamento de pH durante o cultivo
de C. elegans, relataram valores entre 5 e 7 apds 96 horas de cultivo. Ambos os resultados

sdo semelhantes aos deste estudo.

Viabilidade celular do microcrustaceo Artemia salina em meio com Fenantreno e ou

Cloreto de sodio apos fermentacio na presenca de C. elegans

A Tabela 1 apresenta a viabilidade celular de Artemia salina frente liquidos metabolicos
obtidos do controle e dos tratamentos com fenantreno e cloreto. Os resultados obtidos
demonstraram que o cloreto de sodio (4%) ndo produz metabolitos que interfiram com a
viabilidade celular de A. salina. No entanto, o tratamento com fenantreno 0,1 ¢ 0,2mM,
quando comparados com o controle (auséncia de tratamento) causaram 50% e 100%,
repectivamente de morte do microcrustaceo. E provavel que os metaboélitos formados pelo
tratamento com o fenatreno sejam altamente toxicos e letais. O meio contendo cloreto de
sodio associado ao fenantreno a 0,ImM, ndo ocorreu nenhuma latercdo na viabilidade
celular do microcrustaceo, demonstrando ser um ambiente favoravel o desenvolvimento da
A. salina. Contudo, a concentra¢ao de 0,2mM do fenantreno demonstra um efeito drastico

no desenvolvimento de 4. salina. Os estudos realizados sugerem que ocorreu a formacao de
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metabolitos toxicos, com efeito “killer” sobre o desenvolvimento do microcrustaceo.
Segundo, El- Naggar et al [10], Keating et al [21] e Weissenfels et al. [37] os HAP’s
apresentam efeitos toxicos e genotdxicos dependendo das suas relacdes com o meio
ambiente, podendo em concentragdes subinibitorias ndo apresentar efeitos letais, contudo,
os derivados dos hidrocarbonetos apresentam toxicidade superior. Essas informacdes
ap6éiam os estudos realizados com C. elegans demonstrando que das concentragdes
utilizadas de fenantreno, apenas 0,2mM apresenta efeito altamente toxico. No entanto, a
concentragdo subinibitéria ndo altera a viabilidade celular de 4. salina. Estudos tem sido
realizados no campo da ecotoxicologia sobre os efeitos dos compostos lipofilicos em
microrganismos que estdo presentes em ambientes poluidos [4, 5, 7, 21, 22, 23, 36].
Exemplos de microrganismos em ambientes contaminados com oleos [28, 30, 36],
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, solventes industriais [22, 28] e agroquimicos [28].
Os efeitos no crescimento, na respiragdo ¢ na metagenese dos microrganismos estao ligados
a toxicidade em varios ambientes poluidos [17, 31, 32, 35, 37]. Foram colhidos dados dos
efeitos de compostos xenobidticos e junto com o conhecimento fisico-quimico destes
compostos, para descrever o destino destes poluentes no meio ambiente [12, 13, 14, 15].
Essa relacdo tem sido usada com sucesso para pesquisar toxicidade em varios ambientes

[21, 24].

Microscopia Eletronica de Varredura

Os esporangiolos de C. elegans cultivados em meio HeA controle e tratados com
fenantreno 0,ImM e 0,2mM alteram a eletrodensidade, volume e textura. Com 2h de
cultivo, observa-se no HeA controle ou tratado com fenatreno, esporos ornamentados,
inicio da germinacdo, alta eletrodensidade, e superficie regularmente enrugada (Fig. 5 A,
B, C). Com 4 h de cultivo, ndo houve o desenvolvimento de hifas, exceto no HeA controle
(Fig. 6 A, B, C). A literatura revela inumeros trabalhos associados a analise da
ultraestrutura de fungos relacionados a forma e textura dos esporangiolos [6, 24]
Microrganismos resistentes a presenga de fenantreno sdo relatados, surgindo o fendmeno
de acumulacdo deste HAP nas células [26]. O presente trabalho ndo relata apenas a
habilidade da linhagem UCP 542 de C. elegans em crescer na presenca de fenantreno como
também demonstra o efeito inibidor do HAP sobre o desenvolvimento das culturas em altas

concentragdes. Com a microscopia eletronica de varredura, observou-se diferencas
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associadas ao padrdo de desenvolvimento dos esporangiolos, sua eletrondensidade e
entumescimento aumentados entre as amostras cultivadas na presenca ou auséncia de
fenantreno. Estes sdo os primeiros estudos associados aos efeitos do fenantreno sobre a
ultraestrutura de C. elegans. A utilizagdo da microscopia eletronica de varredura tornou-se
possivel a andlise da estrutura fina de fungos relacionados a esporangiogénese e aspectos
gerais dos esporos [9]. Contudo trabalhos associados aos efeitos de fenantreno sobre o

micélio de fungos ndo sdo relatados.
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Figura 1: Germinagao dos esporangiolos de C. elegans em meio Hesseltine ¢ Anderson
controle (4% glicose) e tratado com 4% de cloreto de sddio e fenantreno (0,1mM ou

0,2mM), por 6 h a 28°C com 150 rpm de agitagao.
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Figura 2: Germinagdo dos esporangiolos de Cunninghamella elegans em meio Hesseltine e
Anderson controle (4% glicose) e tratado com 4% de cloreto de sdédio e fenantreno (0,1mM ou
0,2mM) com 2h (Fig. 2a) e 4h (Fig. 2b) de incubacdo a 28°C, sob agitagdo de 150 rpm. Aa —
Controle; Ba - cloreto de sédio a 4%; Ca— cloreto de sodio a 4% e Fenatreno 0,1mM; Da-
fenantreno a 0,1mM ; E — 4% cloreto de sodio e fenantreno a 0,2 mM; Fa- fenantreno a 0,2mM.
Ab— Controle ; Bb- 4% cloreto de s6dio; Cb - 4% cloreto de sodio ¢ fenantreno a 0,1 mM ; Db
— fenantreno a 0,1mM; Eb — 4% cloreto de sodio e fenantreno a 0,2 mM ; Fb- fenantreno a 0,2

mM.
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Figura 3: Crescimento Radial de C. elegans em meio solidificado Hesseltine ¢ Anderson
controle (4% glicose) e tratado com 4% de cloreto de sédio e fenantreno (0,1mM ou

0,2mM), por 96 h a 28°C.
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Figura 4: Curva de Crescimento de C. elegans em meio Hesseltine e Anderson controle (4%
glicose) e tratado com 4% de cloreto de sodio e fenantreno (0,1mM ou 0,2mM), por 96 h a

28°C, em 150 rpm de agitacao.
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Tabela 1: Teste de Toxicidade utilizando Artemia salina

AMOSTRAS VIABILIDADE Artemia salina
HeA* 100%
NaCl (4%) 100%
Fen. 0,1 mM 50%
Fen. 0,2mM 0%
NaCl (4%) + Fen. 0,1mM 100%
NaCl (4%) + Fen. 0,2 mM 0%

*HeA = glicose (40g); Asparagina(2g); tiamina(0,05g); fosfato de K
monobasico(0,5g); Sulfato de Mg(0,25g)

*Fen = Fenantreno
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Our study investigated the effects of phenanthrene on the germination, radial growth, and
chitin and chitosan production by Cunninghamella elegans (UCP542). Phenanthrene is a
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) recalcitrant and persistent substance present in
petroleum refinery effluents. Chitin and chitosan are a structural component of the cell wall
of Mucorales order. The chitin and chitosan have economic value as due to their versatile
activities and applications. C. elegans was cultivated on synthetic medium for Mucorales, in
the condition 2 (glucose 4%, sucrose 1% and sodium chloride 1%), and the condition 8
(glucose 4%, sucrose 2% and sodium chloride 4%), without (control), and with 0.5mg/mL
of phenanthrene. The profile of germination of C. elegans was evaluated of the sporangioles
germination during the intervals of 1 to 6 hours. The radial growth of C. elegans was
measured the colony diameter during 12 to 96 hours. The chitin and chitosan were extracted
by alkali-acid treatments. The results showed that sporangioles germination initiate after 2h
of incubation. The higher germination percentage occurred in the conditions 2 and 8,
corresponding to 75 %( control) and 61%(treated), respectively. Similar effect was
obtained in the radial growth in the presence of phenanthrene. The chitin (53.5%) and
chitosan (12.6%) were increased by phenanthrene (0.5mg/L), respectively. The results
suggest that phenanthrene has a negative effect on the germination and radial growth, but

influenced the production of chitin and chitosan by C. elegans.

Keywords Phenanthrene, Cunninghamella elegans, Germination, Growth, carbohydrates
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Introduction

Petroleum is a complex mixture of hydrocarbons and polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) represent an important class of toxic environmental pollutants [1]. The interest in
exploiting petroleum-degrading organisms for environmental clean-up has become central
to petroleum microbiology, which developing metabolic conditions to biotransformation,
biodegradation, and bioremediation of these pollutants [1]. Phenanthrene is a PAHs
recalcitrant and persistent substance in petroleum refinery effluents [2]. In the microbial
world, hydrocarbons are widely used by bacteria, fungi and algae as a substrate from which
to extract energy, and building blocks for cellular structures. The employment of
methodologies using fungi to degradation of PAHs as phenanthrene, have been studied
extensively. Innumerous fungi have ability to oxidize PAHs using alternative degradative
mechanisms as co-metabolism and biodegradation for energy and growth. The capabilities
of the microorganisms have resulted in the development of technologies for enhanced
petroleum recovery, biorefining and petroleum waste management. Biodegradation is an
environmental friendly, having relatively low cost and significant results [3].

On the other hand, innumerous studies have been carried out with microorganisms for to
remove toxics compounds in the environment using mechanisms of biosorption [4]. Chitin,
is insoluble linear B1,4- linked homopolymer of N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc), and it
is the second most abundant polysaccharide, after cellulose. Chitosan is a cationic amino
polysaccharide, essentially constituted of B-1,4 D-glucosamine (GIcNAc) linked to N-
acetyl-D-glucosamine residues, derived from de-N-acetylation of chitin [5]. These
polysaccharides are found in a wide range of natural sources, such as crustaceans, insect’s
annelids, mollusks, coelenterates, and are a common constituent of fungal cell walls. These
polysaccharides have great economic value as due to their versatile activities and
applications, including as bioremediation and biodegradation [6]. Chitin and chitosan show
peculiar properties, such as: biodegradability, biocompatibility, bioactivity, selective
permeability, polieletrolic action, chelation, ion exchange properties, antitumor and
antimicrobial activity [6], and adsorption capacity [7,8]. The aims of this investigation were
to study the effects of phenanthrene on the germination, radial growth, and chitin and

chitosan production by Cunninghamella elegans (UCP542).



Freitas Silva, M. C. Metabolismo do fenantreno por Cunninghamella elegans... 61

Materials and Methods

Microorganisms
Cunninghamella elegans UCP 542 (Culture Collection of Catholic University of
Pernambuco, Recife, Brazil) isolated from mangrove sediment situated in Rio Formoso, PE,

and Brazil. The strain was maintained on Potato Dextrose Agar (PDA) slants at 4°C.

Phenanthrene
The solution was prepared dissolving phenanthrene on acetone in concentration of 2 g/L.
The solution was filtrated using a Millipore membrane of 0,45um and storage in a bottle

ambar, at temperature of 5°C.

Culture Medium and Growth profile

The sporangioles of C. elegans were harvested from cultures grown for seven days at 28°C
on Petri dishes containing Yeast Malte Agar (YMA) medium. A suspension of cells was
prepared and counted 10° sporangioles/mL in hematocytometer. For fungal submerse
cultivation, 10mL sporangioles suspension (10’ sporangioles/mL) were inoculated in
Erlenmeyer’s flasks of 1000mL of capacity, containing 290mL of Hesseltine and Anderson
(H&A) medium, modified [9]. Freitas Silva [9] was selected the conditions 2 and 8 from
factorial design 23, as: condition 2 (glucose 4%, sucrose 1% and sodium chloride 1%), and
condition 8 (glucose 4%, sucrose 2% and sodium chloride 4%), in the presence or absence
of phenanthrene (0,5 mg/mL). Controls were done using H&A medium containing glucose
(4%) in absence of phenanthrene pr presence of phenanthrene. The flasks were incubated at
28°C, in an orbital shaker, at 150 rpm, during 96 hours. After this period the mycelia were
harvested, washed twice in destilled and deionizer water, using silkscreen nylon membrane
(120 F) for filtration, and were submitted to freeze dried process. The biomass was

maintained in a vacuum dissecator until constant weight.

Evaluation of Germination
The germination was realized removing 10’ cells/ml of sporangioles to Erlenmeyers of 250
mL of capacity, containing 50mL of H&A culture medium modified, and controls and

treated with phenanthrene (0,5 mg/mL) were used. The Erlenmeyer’s flasks were incubated
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at orbital shaker (150 rpm) at 28°C. The experiments were realized in triplicate. Aliquots of
40 pl were removed per hour after inoculation and 200 sporangioles were counted, utilizing
a light microscope. The quantification of germinated sporangioles was made estimating the

proportion between germinated and non germinated cellules per hour.

Radial Growth Rate

C. elegans was grown during 48h, in YMA medium, and aseptically was cut discs (Smm
diameter) the periphery of the colony, and transferred to the center of Petri dishes
containing 20 mL agar H&A medium, added or no of phenanthrene (0.5mg/mL. Petri
dishes were incubated in the absence of lights. The radial growth was evaluated by

measurement of colony diameter; express in millimeter each 6h, until 48h [10].

Chitin and Chitosan Extraction

The extraction of chitin and chitosan involved deproteinization using 2% w/v sodium
hydroxide solution (30:1 v/w, 90°C, 2 h), separation of alkali-insoluble fraction (AIF) by
centrifugation (400g 15 min.), extraction of chitosan from AIF under reflux (10% v/v acetic
acid 40:1 v/w, 60°C, 6 h). The separation of crude chitin was done by centrifugation (4000g
15 min.), and precipitation of chitosan by adjustment of pH 9.0. Crude chitin and chitosan
were washed on a coarse sintered-glass funnel using distilled water, ethanol and acetone,

and air-dried at 20°C [5,7,9,11].

Infrared Espectroscopy (Deacetylation Degree-DD %)
The degree of deacetylation for microbial chitin and chitosan were determined using the
infrared spectroscopy and using the absorbance ratio A1655/A3450 and -calculated
according to the following equation:
A (%) =(A1655/A3450) x 100/ 1.33

Two milligrams sample of fungal chitin and chitosan, which had been dried overnight at
60°C, under reduced pressure were thoroughly blended with 100mg of KBr, to produce
0.5mm thick disks. The disks were dried for 24h at 110°C under reduced pressure. Infrared
spectrometer was recorded with a Bruker 66 Spectrometer, using a 100mg KBr disks for
reference. The intensity of maximum absorption bands were determined by the baseline

method.
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Statistic Analysis
The data were analyzed for significance using the Student’s t-test and chi-square test using
STATISTICA program version 6.0 of Statsolt Inc., USA. All experiments were carried out

in triplicate and the results are expressed as mean + S.D.

Results and Discussion
The figure 1 showed the effects of sodium chloride, glucose, sucrose and phenanthrene on
germination of C. elegans sporangioles. The tube germinative was formed at 6 hours of
incubation for the experimental conditions 1(glucose 4%, sucrose 1%, sodium chloride 1%)
and 2 ( glucose 4%, sucrose 2%, sodium chloride 4%), in absence of phenanthrene
(controls), corresponding to 60% of the germination. The results showed the inhibition of
phenanthrene on the germination process of C. elegans. The effect of the polycyclic
aromatic hydrocarbons-HAPs on the germination is not observed in the literature. The
radial growth of C. elegans in presence or absence of phenanthrene in different
concentration of sodium chloride, and added of glucose and sucrose is showed in figure 2.
The growth in the controls and conditions 2 and 8 started after 12h of incubation. However,
in the presence of phenanthrene it is a late process, only initiated after 24h of incubation.
However, we compared that effect of phenanthrene with the use of the pesticide 2,4-D, in
concentration of 50.25 and 134% promoting the sporulation in Cercospora rodmanii. The
authors were attributed this phenomenon, to a defense mechanism of the fungus [10].
Studies were observed in Micromycetes fungi grown in the presence of fluoranthene in
0.001, 0.01 and 0.1g/L concentrations, and decreased the mycelia growth, when increased
the toxic concentration of the compound in the medium. The authors were observed the
presence of sterile mycelia and discoloration of the colonies in some species by
fluoranthene. Researches with anthracene in the concentration of 0.1g/L induced to 95% of
the increase of the growth rate. On the other hand, the growth of Doratomyces stemonitis
and Cylindrocarpon destructans, in presence of anthracene, were inhibited in concentration
lower of 0.01g/L; Sporormiella australis and Sporotrix cyanescens were strongly inhibited

by anthracene concentration of 0.1 and 1g/L [4].
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Fig. 1 Germination of esporangioles by C. elegans medium H&A control or trated
glucose, sucrose, NaCl and phenanthrene.

8,
7,
'5‘6— ---¢--- HeA
2
s 5. —-®-—HeA +P
E —a—C2
S 47
= ——C2+P
.S 34
527 —--X--C8
—-0--C8+P
1,
0

Time (H)

Fig. 2 Radial Growth de C. elegans in medium H&A control or trated glucose,
sucrose, NaCl and phenanthrene.
The figure 3 showed the percentage of chitin and chitosan extracted from C. elegans
biomass in the different cultural conditions. The highest production of chitin (53.5%) was
obtained in the presence of H&A medium control with 0.5mg/mL of phenanthrene.

However, the chitosan increase of the percentage in the condition 2, when was treated with
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0.5mg/mL of phenanthrene. The production of chitin and chitosan obtained in these studies
showed superior results [7]. In the present study it was demonstrated that chitin and
chitosan polysaccharides can be used as substrate in co-metabolic conditions for
environmental contamination with PAH. Studies on relationship between the naphthalene
mineralization rate and salinity in sediments showed dependence of salinity condition.
Those results suggested the presence of sites exhibiting a lack or inhibition of the
mineralization in the range of salinities, and preference of the microorganisms to the less
saline percentage. In those studies with C. elegans the hyper saline condition showed that
rates of hydrocarbon metabolism decreased when increasing the salinity range (3.3 to
28.4%), and the behavior of cytoplasmatic membrane. Those results were attributed to the
increasing of the cytoplasmatic membrane permeability, reduction of enzymatic

metabolism, and corroborated with the literature [12].
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Fig 3 Chitin and Chitosan produced by C. elegans UCP 542 and grown for 96 hours after
the pré-inoculum, in medium H&A, varying the glucose, sucrose, NaCl and

phenanthrene(0.5mg/mL).

Deacetylation degree (%DD) is an important parameter associated with the physical-
chemical properties of chitosan cationic properties. In the present study chitin and chitosan
obtained from C. elegans grown in the selected conditions (H & A and 2, both treated with

phenanthrene) showed 10% DD and 80% DD, respectively. The results described by Franco



Freitas Silva, M. C. Metabolismo do fenantreno por Cunninghamella elegans... 66

et al [7], Freitas Silva et al [9] and Stamford et al [11] reported as higher deacetylation
degree of chitosan from fungi between 80 to 90%DD. New approaches developed here, we
understanding of the diverse physiologies and metabolic tools of the C. elegans employ to
access, degradation, internalize, and consumption of PAHs is initiated with cytoplasmatic
membrane alteration of permeability. In addition, the varied approaches of that
microorganism employ to mitigate potentially toxic effects on environment contaminated

with PAHs [3].
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Resumo

A influéncia do fenantreno e da glicose em Cunninghamella elegans (UCP 542) foi
avaliada no meio sintético para Mucorales, utilizando um planejamento fatorial 2, com 4
pontos centrais para analisar os efeitos e interacdes da glicose associada ao fenantreno. A
variavel resposta foi o crescimento do fungo, a produgdo de quitina e quitosana e o arranjo
das microfibrilas. A maior inibicdo do crescimento de C. elegans foi observada na presenca
de glicose a 0,6%. Contudo, quando a concentra¢do de glicose foi aumentada para 6%,
observou-se uma grande reducdo da inibi¢do do crescimento, quando comparado ao
controle (meio sem fenantreno). O maior rendimento de quitina e quitosana foi observado
na condi¢dao E1 (0,6% de glicose), sem a presenga do fenantreno, com valores de 26% e
20%, respectivamente. O diagrama de Pareto confirmou os efeitos positivos da glicose
(0,6%). Os estudos ultraestruturais com quitina e quitosana demonstraram que o fenantreno
aparentemente, nao causa alteragdes na estrutura dos polissacarideos. As microfibrilas de
quitina ndo apresentaram quaisquer alteragdes, sugerindo que ¢ um polissacarideo inerte a
acdo do fenantreno, mesmo na concentragdo mais elevada (0,2mM). Contudo, observou-se
cristais de fenantreno ligados a quitosana, sugerindo habilidade de remocao. Portanto, os
dados obtidos com a influéncia do fenantreno demonstram o potencial do fungo C. elegans,

favorecendo o seu emprego na biorremediacdo de ambientes contaminados por fenantreno.

Palavras-chave: Cunninghamella elegans, fenantreno, quitina e quitosana, microfibrilas
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Introducio

A quitina ¢ um dos mais abundantes polissacarideos encontrados na natureza, constitui o
exoesqueleto dos crusticeos, insetos e a parede celular dos fungos [1]. E um biopolimero
composto de residuos de N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc), em ligagdes B 1,4. As
microfibrilas de quitina estdo interiorizadas em uma matriz amorfa, produzindo uma
estrutura que da rigidez a parede. Esta matriz ¢ que contém as proteinas e os polissacarideos
tais como os glucanos ou mananos [10]. A quitosana ¢ um polimero de cadeia linear 3 1,4
D-glicosamina, derivada da desacetilagdo natural da quitina que € considerada o segundo
polissacarideo mais abundante da natureza depois da celulose. A quitosana pode ser
encontrada na parede celular dos fungos, particularmente os Zygomycetes e apresenta uma
cadeia natural hidrofilica com uma configuragao tridimensional, a-helical estabilizadas por
pontes de nitrogénio [1]. A quitosana ¢ policatidnica, atdxica, biodegradavel, com fungdes
antimicrobianas, com numerosas aplicagdes na agricultura, industrias de alimentos e
farmacéuticas, tais como na preservagdo dos alimentos [2—7], clarificagdo de sucos [8],
remog¢ao de metais pesados e corantes [9-11], e também nas industrias de cosméticos.
Porém, a eficiéncia da quitosana depende do peso molecular [14] e grau de desacetilagdo.
Os avangos biotecnologicos para a sintese de quitosana através da parede celular dos fungos
demonstram serem mais eficientes € menos agressivos ao meio ambiente [15—17]. Neste
trabalho foi investigada a acdo do fenantreno no teor de quitina e quitosana de
Cunninghamella elegans, associado ou nao a glicose, através de um planejamento fatorial

completo.

Material e métodos

Microrganismo

Cunninghamella elegans (UCP542) isolado por GOMES [18] gentilmente cedido pelo
Banco de culturas da Universidade Catolica de Pernambuco (UCP), registrados no World
Federation Culture Colletion — WFCC . O microrganismo estd mantido no meio de Batata

Dextrose Agar a 5°C.
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Meio de Cultivo
O meio base foi Hesseltine e Anderson (1957) e as modificacdes [1,7] de acordo com o

planejamento fatorial 2

Preparacao do Indoculo para Fermentacao

Os esporangiolos de C. elegans cresceram durante sete dias a 28°C em placas de Petri
contendo o meio Yeast Malt Agar (YMA). Utilizando-se uma cultura monosporica de C.
elegans, foi realizada a padronizagdo de indculo através de contagem de esporangiolos em
hematocitdmetro para uma concentragdo final de 107 esporangiolos/mL. Cerca de 10mL do
in6culo foi transferido para frascos Erlenmeyers de 1000mL contendo 250mL do meio de
cultura descrito por Hesseltine e Anderson (1957), adicionado de concentragdes distintas de
glicose e fenantreno, segundo as condi¢des estabelecidas pelo planejamento fatorial,
seguido de incubagdo a 28°C, 96 horas, sob agitacdo orbital de 150 rpm. Ao final do
crescimento a biomassa foi coletada por filtragdo em membrana de fibra sintética de
silkscreen (120 F), seguida de duas lavagens com agua destilada gelada, submetida a

liofilizagao e posterior determinagao do peso seco por gravimetria.

Extracao de Quitina e Quitosana

O processo de extracao da quitina e quitosana foi realizado de acordo com JIN — HU et al
(1999). O processo constou de desproteinizagdo da biomassa pelo tratamento com uma
solucdo de hidroxido de sodio a IM (10:1 v/w, 121°C, 15min). Em seguida, separagdo da
fracdo alcali-insoluvel (AIF), através de centrifuga¢do (4500g, 15 min), e descarte do
sobrenadante Um novo tratamento foi submetido com uma solucdo a 2% v/v de acido
acético (100:1 v/w, por 100°C, 15 min). Apds nova centrifugagdo, o residuo gerado ¢ a
quitina e o sobrenadante (filtrado) ¢ a quitosana que foi alcalinizada até o pH 10.0, com
uma solucdo de NaOH a 4M. Ambos os polimeros foram lavados com agua destilada gelada

e secos a temperatura de 20°C.

Espectroscopia do Infravermelho
Dois miligramas de amostras de quitina e quitosana que foram secas overnight a 60°C sob
pressao reduzida foram completamente homogeneizadas com 100mg de KBr. Os discos de

KBr preparados foram secos por 24h a 110°C, sob pressao reduzida. A espectroscopia ao
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raio infravermelho foi realizada utilizando-se FTIR (Fourier Transform InfraRed
Spectrometry), BRUKER Mod. IFS. Discos de KBr foram utilizados como referéncia. A

intensidade das faixas de absor¢ao méaxima foi determinada pelo método de linha base.

Microscopia eletronica de varredura
Cerca de 1 mg de quitina e quitosana foram aderidas a um suporte de metal, seguido de
cobertura em ouro palddio em Fine Coat lon Sputter (JFC) 1100 e, em seguida, analisadas e

fotografadas ao microscopio eletronico de varredura (JEOL LSM 5600 LV).

Planejamento Fatorial

Realizou-se um planejamento fatorial 2° com 4 pontos centrais para analisar os efeitos
principais do fenantreno e glicose, sobre a producdo de quitina e quitosana por C. elegans
(UCP 542). A Tabela 1 apresenta as variaveis € os niveis estudados no referido
planejamento. O erro experimental estimado foi calculado por quatro repetigdes do ponto
central. Os célculos de todos os testes foram realizados com a ajuda do programa

STATISTICA versdo 6.0 da Statsoft Inc., USA.

Resultados e Discussao

O crescimento de C. elegans de acordo com o planejamento fatorial 2* est4 representado na
figura 1-A, evidenciando que a melhor condicdo E1 (glicose 0,6%) apresentou 7,12 g/L
apos 96h de cultivo. Nos demais experimentos foram observados inibi¢do de 29,6 %, para
E3, seguido de E4 (6% glicose + 0,2 mM fenantreno) apresentou uma inibicao de 43,7 %.,
E2 (0,6 glicose + 0,2 fenantreno) com inbicao de 67% . No diagrama de Pareto observa-se
uma forte interagdo da glicose na reducdo do efeito inibidor do fenantreno, sendo mais
efetivo na concentragao de 6% (Figura 1-B).

A figura 2 A e B, mostram o diagrama de Pareto e o teor de quitina e de quitosana, os quias
sdo influenciados negativamente pelo fenantreno, contudo a presenga de glicose atua,
provavelmente, restaurando as vias de biossintese dos co-polimeros. Segundo Chatterjee [9]
Mucor rouxii demonstrou rendimentos em biomassa em torno de 8,0 g/L, com 60 h.

Utilizando o mesmo microrganismo, Synowieck e Al-Khateeb [31] encontraram valores em
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torno de 4,0 g/L apds 48 horas de crescimento; porém, Tan [16], obteve um peso seco
inferior ao encontrado neste trabalho.

Andrade [3], realizou a otimizacdo da producdo de quitina em C. elegans encontrando altos
redimentos de biomassa, que variaram de 10,0 a 14,0 g/L, apés 96 horas de cultivo.
Contudo, os resultados aqui descritos com o mesmo meio de cultivo demonstrou que o pH
varaou entre 4 e 5, no decorrer do periodo de 96 horas de cultivo, sendo corroborado pelos
resultados obtidos por Franco [10].

Os melhores rendimentos, com percentuais médios em producdo de quitina e quitosana
foram obtidos na auséncia do fenantreno nas condi¢des E1 e E3 (Figura 3). A quitina
apresentou um rendimento de 26% e quitosana 4%, respectivamente. Esses dados estdo de
acordo com os resultados de Pochanavanich e Suntornsuk [28] e Nadarajah [25] que
relatam sobre a producdo de quitosana por fungos ¢ dependente das condi¢des de cultivo,
principalmente, as fontes de carbono e que, na presenga de um composto tOXico esse
rendimento ¢ reduzido.

E ainda, Andrade et al. [3] e Franco [10] propuseram que C. elegans ¢ um microrganismo
promissor com fonte de quitina e quitosana. Para Chung [9] o processo de producdo de
quitina e quitosana por via microbiologica confirma que o contetido destes polissacarideos
na parede celular de fungos ¢ geralmente maior em Zygomycetes, sugerindo que 0os mesmos
podem ser considerados como fonte microbioldgica dos co-polimeros [7]. Synowiecki; Al-
Khateeb [33], obtiveram rendimentos de quitosana a partir da biomassa de Mucor rouxii,
em torno de 9 % e 7,3%, Pochanavanich e Suntornsuk [28] e Nadarajah [25], reportaram
rendimentos de quitosana por Rhizopus sp em torno de 19%, seus resultados sdo superiores
aos descritos neste trabalho.

Os resultados obtidos nesta pesquisa para rendimento de quitina e quitosana a partir de
micélio de C. elegans (UCP 542) mostraram-se equivalentes quando comparados com
experimentos conduzidos com outros microrganismos, como também, considerando as
fontes tradicionais de quitina como os crustaceos [33; 34]. Contudo, ndo foram obervadas
na literatura consultada o conteudo de quitina e quitosana, mediados pelo efeito do
fenantreno.

A figura 4 mostra a caracterizacdo pelo espectro infravermelho da quitina e quitosana
obtidas por C. elegans em meio de cultivo prépio para Mucorales de acordo com a condigao

El do planejamento fatorial, foi similar aquelas registradas na literatura [16-18]. Os
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resultados mais significativos nesta analise foram aqueles demonstrados pelas bandas
amida, aproximadamente 1658, 1559 and 1378 cm™ (Figura 4), que pode ser apontado para
o acoplamento com C=O, a deformacdo N— H no plano CONH e a ligacdo CN com
deslocamento de CH,. Do mesmo modo, a quitina de C. elegans mostra bandas amida na
regido II, que foram 1559 e 1558 cm’.

Estes resultados sdo apoiados pelas pesquisas realizadas por Shigemasa e Minami [26],
Andrade et al [2] e Franco et al [20], os quais registraram que a estrutura da quitina contém
dois tipos de grupos amida e que ambos formam C=O "'N-H bandas intermoleculares
ligadas, que sdao também receptores para o grupo CH,OH .

Segundo Santos et al [32] a deacetilagdo e o processo de regeneragdo, causam
disfungdes no reticulo cristalino da quitina, induzindo uma reordenacdo nas ligagdes de
hidrogénio em quitosana. Isto pode ser observado na banda central aproximadamente 3483
cm™ e 3305 cm™, na regido de deformacio axial de OH, que aparece sobrepondo as bandas
de deformagdao axial de NH, indicando a formacao da ligagdo de hidrogénio, ¢ o
deslocamento da alta freqiiéncia de banda indica um decréscimo na ordem estrutural. Estes
dados estio de acordo com a literatura de Amorim et al, [3], Andrade et al, [4],
Pochanavanich e Suntornsuk [28], Santos et al, [32], Franco et al, [10] quando comparados
ambos polissacarideos, quitina e quitosana, obtidas pelos métodos microbioldgicos e
caracterizados pelo espetro de infravermelho.

As figuras 5 e 6 apresentam as eletromicrografias das microfibrilas de quitina e quitosana,
na presenga ¢ auséncia de fenantreno. As figuras ndo apresentam aparentemente nenhuma
alteracdo. Observou-se na quitosana sua agdo sorbente sob os cristais do fenantreno.
Contudo, a caréncia de informagdes na literatura consultada impede maiores comparagoes
relacionando a a¢do do fenantreno nas microfibrilas de quitina. Assim, lacunas que poderao
ser superadas em um futuro proximo relacionando o mecanismo de a¢do do fenantreno sob
conteudo quitina e quitosana, como também sob os aspectos ultraestruturais das
microfibrilas. E ainda, os dados obtidos sugerem o potencial do fungo C. elegans,
possibilitando o seu emprego nos processos de biorremediacdo de ambientes contaminados

por fenantreno.
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Tab 1: Matriz do planejamento fatorial que estuda a influéncia de 2

fatores na producdo de quitina e quitosana por C. elegans. As

condigdes 5 a 8 referem-se ao ponto central, que equivale as médias

dos dois niveis extremos.

Niveis
Condicies Glicose Fenantreno
El -1 -1
E2 +1 -1
E3 -1 +1
E4 +1 +1
E5* 0 0
E6* 0 0
E7* 0 0
E8* 0 0

Concentracdo de glicose: 0,6% nivel( —1); 3,3% nivel (0); 6,0%

nivel (+1); Concentracao de Fenantreno: 0 Mm nivel (-1); 0,1 Mm

nivel (0); 0,2Mm nivel (+1); *: Repeticdes.

80
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Fig 1-A. Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio Hesseltine e Anderson,
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Fig 3. Quitina e Quitosana produzidas por C. elegans UCP 542 e crescidas durante 96 horas

apos o pré-indculo, em meio Hesseltine e Anderson, variando a concentracdao de glicose, e

fenantreno de acordo com o planejamento fatorial.
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Fig 4. Espectroscopia de Infravermelho de quitina (A) e quitosana (B) extraidos de
Cuninghamella elegans (UCP 542) crescido em meio Hesseltine e Anderson de acordo

com a condi¢do E1 do planejamento fatorial.
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Fig 5. Eletronmicrografia das microfibrilas de quitina isolada de Cunninghamella elegans
(em destaque Fenantreno). A. Controle do meio de cultura; B. Controle (glicose 0,6%); C.
Glicose 0,6% + fenantreno 0,2mM; D. Glicose 6%); E. Glicose 6% + fenantreno 0,2Mm);

b

F. Ponto central dos experimentos (glicose 3,3% + fenantreno 0,1mM)
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Fig 6. Eletromicrografia de microscopia eletronica de varredura da quitosana isolada de
Cunninghamella elegans ligada a moléculas de fenantreno 0,2mM (em destaque cristais de

fenantreno) .
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RESUMO

Os efeitos da poluigdo sobre o meio ambiente, especialmente aqueles causados por vérias
atividades industriais, tém sido responsaveis pela aceleracao dos fluxos de matéria organica
e inorganica na ecosfera. As substancias xenobioéticas, tais como fenol, compostos fenolicos
e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HAP’s), mesmo em baixas concentragdes,
podem ser toxicos para os seres humanos. Estudos microbioldgicos foram realizados
avaliando o modo dual de acdo de Cumninghamella elegans através dos processos de
remog¢ao por biomassa viva e inativada. A remog¢ao do fenantreno pela biomassa viva e
inativada foi acompanhada a cada 24 h por espectrofotometria. Para avaliar a remocao foi
utilizado um planejamento fatorial completo, com trés pontos centrais, tendo como
variaveis a concentragdo de fenantreno e de glicose, e variavel resposta teor de fenantreno
removido. Os resultados obtidos indicaram que tanto a biomassa inativada como viva
removeram respectivamente, 85%,0 e 90,0%, na concentragdo de 0,2mM de fenantreno,
em condi¢des de co-substrato com glicose, como melhores condigdes. Os dados obtidos
com o fungo C. elegans removendo o composto xenobidtico fenantreno, com glicose em
baixa concentragdo como co-substrato, demonstra potencial biotecnoldgico para o
desenvolvimento de processos economicamente viaveis para a biorremediagdo de
poluentes, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos.

Palavras-chave: Fenantreno, Cunninghamella elegans, biomassa, remogao.



Freitas Silva, M. C. Metabolismo do fenantreno por Cunninghamella elegans... 90

INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HAP’s) sao poluentes amplamente distribuidos
no meio ambiente quando resultam da queima de combustiveis fosseis e de atividades
industriais (Cerniglia, Gibson, 1979; De'zie'l et al. 1996; Cerniglia et al. 1980; Cerniglia
1992; 1997; Cerniglia et al. 2001). Estes estdo presentes como poluentes organicos, com
propriedades cancerigenas e toxicas (Sakay et al, 1985; Maliszewska-Kordybach et al.,
2003). Estima-se que mais de 90% da carga total de HAP reside nos solos superficiais, onde
a maioria destes compostos pode acumular (Wild e Jones, 1995).

A degradacdo microbiana de HAP tem recebido uma atencdo especial como uma possivel
estratégia para a biorremediacdo de HAP’s em solos contaminados (Johnsen et al. 2005).
Grandes quantidades de compostos organicos e inorganicos sdo liberadas para o meio
ambiente a cada ano como resultado de atividades humanas (Vifas et al. 2005).

Uma estratégia para descontaminagdo dos HAP’s do ambiente ¢ através da biorremediacao,
que ¢ a utilizagdo do processo ou atividade bioldgica para transformar os contaminantes em
substancias inertes (Holliger et al.,1997; Bouchez et al., 2000; Samantha et al., 2002; Wu et
al, 2005).

O alto custo para promover a remog¢do de HAP’s do ambiente induziu ao grande interesse
para a busca de microrganismos com potencial os processos de biorremediagdo e
detoxificagdo de locias poluidos (Sutherland, 1992; Boonchan et al., 2000; WU et al., 2005;
Leitao, 2009).

A biorremediacdo de sitios contaminados depende da imensa capacidade metabodlica do
mundo microbiano para a transformagdo de poluentes, essencialmente compostos
inofensivos ou, pelo menos, menos perigosos (Hofrichter et al., 1995; El Fantroussi e
Agathos 2005; Pazarlioglu, Telefoncu, 2005, Tao et al, 2009).

O fungo C. elegans metaboliza HAP’s e por isso é importante para processos de
biorremediacdo (Boonchan et al.1998; Banfourth e Singleton, 2005; Gentili et al., 2006). C.
elegans metaboliza inicialmente HAP’s em trans-hidrodidis, fenois, quinonas e epoxidos de
hidrodiois. C. elegans oxida fenantreno nas posi¢des 1,2 e 3,4 para formar trans-
dihidrodiois. As enzimas agem, nas posic¢des 9,10, que sdo principais locais para a oxidacdo

de fenantreno (Cerniglia, 1979; Brodkorb,1992; Barclay, 1995; Leitdao, 2009). Esta
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biotecnologia vem sendo utilizada ha varios anos em outros paises €, em certos casos,
apresenta menor custo € maior eficiéncia na remogao dos contaminantes do que as técnicas
fisicas e quimicas (como incineracdo e lavagem do solo), sendo atualmente utilizada em
escala comercial no tratamento de diversos residuos e na remediagdo de areas contaminadas
(Banforth e Singleton, 2005). Por outro lado, a degradagdo dos HAP’s no solo pode ser
limitada pela incapacidade dos microrganismos autdctones em metabolizar eficientemente
esses compostos, devido pela falta de nutrientes ou pela baixa disponibilidade dos HAP’s
aos microrganismos degradadores (Johnsen et al., 2005). Neste trabalho foi investigada a
forma de Cunninghamella elegans em remover fenantreno nas concentracgoes 0,1 ¢ 0,2 mM,

utilizando um planejamento fatorial completo de 2°.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

Cunninghamella elegans (UCP 542) foi isolada do sedimento de mangue do Municipio de
Rio Formoso, Pernambuco, Brasil, catalogada e depositada na Colecdo do Nucleo de
Pesquisa em Ciéncias Ambientais — NPCIAMB- Universidade Catdlica de Pernambuco —
UNICAP (Gomes et al., 2000). A cole¢ao ¢ registrada no World Federation Culture
Collection-WFCC. A linhagem foi mantida em meio de cultivo Batata Dextrose Agar

(BDA) a 5°C.

Fenantreno
O hidrocarboneto aromatico policiclico fenantreno foi obtido da Sigma. A solugdo estoque
foi preparada dissolvendo-se o fenantreno em acetona a uma concentragdo de 10mM,

filtrada em membrana de Millipore e armazenada em frasco ambar, a temperatura de 5°C.

Producio de biomassa

Os esporangiolos de C. elegans cresceram durante sete dias a 28°C em placas de Petri
contendo o meio Yeast Malt Agar (YMA). Utilizando-se uma cultura monosporica de C.
elegans foi realizada a padronizagdo de indculo através de contagem de esporangiolos em

hematocitdmetro para uma concentragdo final de 107 esporangiolos/mL. Cerca de 30mL do
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in6culo foi transferido para de Erlenmeyers de 1000mL de capacidade, contendo 600mL do
meio de cultura descrito por Hesseltine e Anderson (1957), adicionado de concentragdes de
glicose e de fenantreno, segundo as condig¢des estabelecidas pelo planejamento fatorial. Em
seguida, os frascos foram incubados a 28°C, por 96 horas, sob agitacao orbital de 150 rpm.
Ao final do crescimento a biomassa foi coletada por filtragio em membrana de fibra
sintética de silkscreen (0,8 pum), seguida de duas lavagens com agua deionizada gelada e

mantida a temperatura de 5°C.

Inativacao da Biomassa

Cerca de 5g de micélio fresco de C. elegans foram imersos em 20 mL de 4gua deionizada e
inativados em autoclave por 15 minutos, a temperatura de 121°C. O micélio inativado foi
separado por filtracao através de um filtro de nylon serigrafia (0,8 um) ( Moraes Filho et al.,

2009).

Cinética de remociao do fenantreno pela biomassa de C. elegans

A remogao do fenantreno foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 500 ml de capacidade
contendo 100 mL do meio de cultura Hesseltine & Anderson (1957), modificado contendo
0,6% (Campos-Takaki et al., 1983) e 6% de glicose (Andrade et al., 2000) . O pH do meio
foi ajustado para 5,3, antes da esterilizacdo a 121°C. Em seguida, foram adicionados
esterilmente 0,1 e 0,2 mM de fenantreno e adicdo de 5g de biomassa viva e inativada. Os
experimentos foram incubados em agitador orbital (150 Hz a 28° C). Cinética de remocao
do fenantreno foi realizada através da coleta de aliquotas de 2,00 mL a cada 24h até
completar 96 h. Os experimentos foram preparados de acordo com o planejamento fatorial

completo de 2%, contendo controles.

Determinacao do teor de fenantreno
O teor de fenantreno foi determinado por espectrofotometria, através de uma curva de
calibracdo com uma solucdo de fenantreno de 1-10mM, no comprimento de onda de

250nm, segundo Veintemilia, 2006.
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Planejamento Fatorial

Realizou-se um planejamento fatorial 2° com 4 pontos centrais para analisar os efeitos
principais do fenantreno e glicose, sobre a producdo de quitina e quitosana por C. elegans
(UCP 542). A Tabela 1 apresenta as variaveis e os niveis estudados no referido
planejamento. O erro experimental estimado foi calculado por quatro repetigdes do ponto

central. Os célculos de todos os testes foram realizados com a ajuda do programa

STATISTICA versdo 6.0 da Statsoft Inc., USA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeitos da concentracio de glicose na remocao do fenantreno

Estudos foram realizados com diferentes concentracdes de glicose, como co-substrato na
remocao de fenantreno por Cunninghamella elegans utilizando biomassa inativada e viva,
como estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Conforme demonstrado na Tabela 2, a biomassa inativada na presen¢a apenas de glicose
nas concentragdes 0,6 ¢ 6,0%, como controles, ndo foram observadas qualquer reacao.
Contudo, a biomassa inativada de C. elegans na presenca de uma baixa concentracdo de
glicose (0,6%) incorporada ao meio demonstrou uma remog¢do de 90% de fenantreno a
0,2mM, com 96 horas de incubagdo. Os experimentos com glicose a 6,0% de glicose
removeu 74%, e no ponto central foi capaz de remover apenas 53%, com a concentracdo de
3,3% de glicose. Contudo, em todos os experimentos foram observados uma remog¢ao do
fenantreno gradual no decorrer de 96 horas. Com a condi¢do (2) o meio de Mucorales
glicose (0,6%), adicionado de 0,2mM fenantreno observou-se uma grande estabilidade da
biomassa inativada, com o aumento gradativo de remog¢ao do HAP, até o final do tempo de
incubacdo utilizado, nas condig¢des estudadas do planejamento. No entanto, estudos prévios
demonstraram que a concentragdo mdaxima de fenantreno (0,2mM), pode ter inibido
totalmente a germinacao de esporangiolos de C. elegans ( Freitas Silva et al., 2009).

Na tabela 3, os resultados mostraram também que a biomassa viva foi capaz de remover
fenantreno em alta percentagem em ambos os meios, contendo 0,6 ¢ 6,0% de glicose,

demonstrando maior eficiéncia na remog¢do de fenantreno, com a maior concentracdo de
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glicose (85%).Como pode ser observado, cerca de 65 e 66%, respectivamente de remogao
do fenantreno ocorreu com glicose 6,0 e 0,6%, nas primeiras 72 horas de incubacdo. O
efeito de similaridade na biorremogao foi observado especialmente nas primeiras 24 horas,
mudando ao final do periodo de incubagdo (96h). Igualmente, como com a biomassa
inativada ocorreu uma biorremocao gradual do fenantreno, mesmo na condi¢ao do ponto
central do planejamento (Tabelas 2 e 3). No entanto, as tendéncias de utilizacao de glicose
como co-substrato em relagdo ao fendmeno de maior remocao do fenantreno pela biomassa
inativada, provavelmente, ocorre um maior niimero de sitios, sendo um biossorbente com
maior vantagem operacional e custo, por usar glicose a 0,6%. Neste sentido, a biomassa
inativada de C. elegans demonstrou excelentes resultados como sorbente, utilizando
glicose, na sua menor concentra¢do, como co-substrato. Os dados obtidos com o alto
desempenho da biomassa inativada de C. elegans, sdo considerados relevantes a
estabilidade e habilidade de adsorcdo, sendo estas caracteristicas confirmadas pela
literatura, como importante nos processos de biorremediacdo de sitios contaminados por
HAPs (Hwang e Cutright, 2003; Amezcua-Allieri et al., 2005; Gentili et al., 2006; Leitdo,
2007; Leitao et al. , 2009).

Outra vantagem do biossorbente de fungos ¢ a facilidade de separagao de biomassa por
filtracdo devido a sua estrutura filamentosa. Deve ser considerando ainda, a comparagao
com leveduras, onde os fungos filamentosos sdo menos sensiveis as variagdes de nutrientes,
aeracdo, pH, temperatura e tém um menor teor de acidos nucléicos na biomassa. Além
disso, residuos hipersalinos sao gerados em diversas atividades industriais, tais como
fabricas de produtos quimicos, petroleo e gés natural e as praticas de minimizagdo de
residuos. Estes residuos, vulgarmente designadas como aguas de produgao sao constituidas
por altas concentragdes de sais, 0leos, acidos organicos, metais pesados e radionuclideos

(Woolard e Irvine, 1995; Leitao et al., 2007; Leitao, 2007; 2009 ).
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Além disso, a capacidade de halotolerancia ¢ uma capacidade importante dos biossorbentes
para corrigir os processos de poluicdo. Portanto, microrganismos halotolerantes apresentam
propriedades fundamentais para o tratamento bioldgico, sem, no entanto, causar prejuizos
para o ecossistema ( Leitdo, 2007; 2009; Leitao et al., 2007).

Neste caso, a biomassa de C. elegans pode ser considerada um biossorbente extremamente
importante, tendo em vista seu comportamento halotolerante, tendo sido isolada de

sedimentos de mangue do municipio de Rio Formoso, Pernambuco, Brasil (Gomes et al.,

2000, Freitas da Silva et al., 2007).

Potencial biotecnolégico da linhagem de Cunninghamella elegans na remocao do

fenantreno

A figura 1 A, B e C apresentam a cinética de remogao do fenantreno por C. elegans,
associado a utiliza¢do de glicose como substrato. Como pode ser observada, a linhagem
utilizada apresenta grande potencial como sorbente, tanto na concentra¢do mais elevada de
fenantreno (0,2mM), como no ponto central do planejamento (0,15mM). Contudo, nos
experimentos realizados observa-se, em grande parte que o processo de biorremocao ¢
realizado na presenca de co-substrato, glicose. Os resultados obtidos sugerem que a
linhagem de C. elegans apresenta potencial de aplicagdo na remog¢do de fenantreno e seus
metabolitos, como de outros compostos aromaticos presentes no ambiente.

Microorganismos tém se mostrado eficazes para o tratamento de aguas residuais com a
producao de lodo (Strandberg et al., 1981;Woolard e Irvine, 1995; Robles et al., 2000; Say
et al., 2004; Pazarlioglu, Telefoncu, 2005; Wu et al, 2005;). Outros estudos foram dirigidos
para o processo de imobilizagdo do microrganismo, considerando ser esta uma forma com
bom potencial de aplicacdo no tratamento de efluentes industriais que contém fenantreno e
ou outros compostos aromaticos (Field et al, 1992; Hurst et al, 1996; Samanta et al., 2002).
A literatura se refere ao uso de sorbentes de baixo custo, como a palha de arroz,
considerando a sua capacidade de remover poluentes da areas poluidas por derramamentos
de petréleo (Sun et al., 2002), corantes (Gong et al., 2008) e ions de metais pesados (Say et
al, 2003; Mendil et al, 2008; Rocha et al., 2009). Neste sentido, estudos foram
desenvolvidos com a linhagem GY2B, incorporado um biossurfactente a palha de arroz. Os

resultados obtidos demonstraram maior eficiéncia na remog¢do de fenantreno do que a
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linhagem livre. Desta forma ¢ sugerido que a palha de arroz apresentou uma acao de co-
susbtrato, tendo em vista o aumento da absor¢ao de fenantreno, melhorando também a

eficiéncia de degradagdo.

Efeitos das interacoes entre glicose e biomassa de Cunninghamella elegans no

fenomeno de remocao do fenantreno

As figuras 2-A e B apresentam os efeitos das interagdes entre glicose e fenantreno nas
diferentes concentragdes, tendo como variavel resposta a porcentagem de remocdo do
fenantreno. Os resultados obtidos indicam que entre todas as interagdes a condi¢do da
biomassa inativada associada a concentragdo de 0,6% de glicose foi a mais eficiente.
Contudo, os efeitos observados com a biomassa do fungo viva demonstraram que ocorre
interagdo similar entre 0,6 e 6% de glicose. E provavel que neste efeito as duas
concentracdes de glicose no nivel maior e menor, nao estejam adequadas a concentragao da

biomassa, demonstrando um efeito ndo claramente definido.

CONCLUSOES

Incorporagdo de glicose a biomassa de C. elegans no processo de remog¢ao de fenantreno
investigada mostraram que a linhagem promoveu elevados percentuais de remog¢do do
HAP. A maior eficiéncia foi com a menor concentragdo de glicose. A cinética de
biorremo¢ao mostrou-se linear em todos os experimentos, contudo, com o ponto central do
planejamento utilizado ocorreu um efeito negativo, com baixos niveis de remocdo. A
linhagem de C. elegans UCP (542) apresenta um bom potencial para aplicacdo em
processos de remog¢ao de fenantreno, e  provavelmente, para  outros

compostos aromaticos
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Tabela 1: Matriz do planejamento fatorial que estuda a influéncia de 2 fatores na remocao de
fenantreno por Cunninghamella elegans. As condi¢des 5 a 8 referem-se ao ponto central,

que equivale as médias dos dois niveis extremos.

Niveis
Condicies Glicose (%) Fenantreno (mM)
(1) Meio de Mucorales glicose (0,6%) -1 -1
(2) Meio de Mucorales glicose (0,6%) +0,2mM F +1 -1
(3) Meio de Mucorales glicose (6,0%) -1 +1
(4) Meio de Mucorales glicose (6,0%) + 0,2mM F +1 +1
(5) Meio de Mucorales glicose (3,3%) + 0,1mM F 0 0
(6) Meio de Mucorales glicose (3,3%) + 0,ImM F 0 0
(7) Meio de Mucorales glicose (3,3%) + 0,1mM F 0 0
(8) Meio de Mucorales glicose (3,3%) + 0,ImM F 0 0

Concentragdo de glicose: 0,6% nivel( —1); 3,3% nivel (0); 6,0% nivel (+1); Concentracdo de

Fenantreno: 0 nivel (—1); 0,15 Mm nivel (0); 0,2Mm nivel (+1); Repeti¢des.
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Tabela 2: Porcentagem de remog¢do do fenantreno pela biomassa inativada de Cunninghamella

elegans, de acordo com as condigdes do planejamento fatorial.

102

Biomassa inativada (5g/100mL) x

Remocao de Fenantreno (%)

Ensaios
24 48 72 96
(1) Meio de Mucorales glicose (0,6%) 0% 0% 0% 0%
. . o
(2) Meio de Mucorales glicose (0,6%) +0,2mM F 32.0% 47.0% 68.0% 90.0%
(3) Meio de Mucorales glicose (6,0%) 0% 0% 0% 0%
. . 0

(4) Meio de Mucorales glicose (6,0%) +0,2mM F 37.0% 38.0% 34.0% 74.0%
(5,6,7)Meio de Mucorales glicose (3,3%) +0,15mM F 18,8% 20,0% 51,5% 53,0%
Tabela 3: Porcentagem de remog¢@o do fenantreno pela biomassa viva de Cunninghamella elegans,

de acordo com as condigdes do planejamento fatorial.

Biomassa viva (5g/100mL) x
] Remocao de Fenantreno (%)
Ensaios
24 48 72 96

(1)Meio de Mucorales glicose (0,6%) 0% 0% 0% 0%
(2)Meio de Mucorales glicose (0,6%) +0,2mM F 25% 44% 66% 70%
(3)Meio de Mucorales glicose (6,0%) 0% 0% 0% 0%
(4)Meio de Mucorales glicose (6,0%) +0,2mM F 25% 57% 65% 85%

(5,6,7)Meio de Mucorales glicose (3,3%) +0,15mM F 37% 42% 47% 51%
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Figura 1. Cinética de remocdo do fenantreno (0,2mM e 0,ImM) pela biomassa de

Cunninghamella elegans , tendo como substrato glicose 0,6 , 6,0 e 3,3%.
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Figura 2. Interacdes entre as varidveis utilizadas no planejamento fatorial completo de 2°
para expressar a remog¢ao de fenantreno utilizando biomassas inativada (A) e viva (B) de

Cunninghamella elegans, na remog¢ao de fenantreno (%) tendo glicose 0,6 ¢ 6%, como co-
susbtrato.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos com Cunninghamella elegans (UCP 542)sob efeito do

fenantreno conclui-se:

Primeiro Artigo

Os esporangiolos de C. elegans germinam utilizando fenantreno na menor

concentracdo, como unica fonte de carbono;

C. elegans na presenga tanto de NaCl, como em associagdao como fenantreno de

acordo com o planejamento fatorial, observa-se crescimento tardio;

O fenantreno, na maior concentracao testada, inibe totalmente o crescimento de C.

elegans;

O fenantreno causa alteracoes morfologicas nos esporangiolos, apresentando
diferengas associadas ao padrao de desenvolvimento dos esporangiolos, além de,

eletrondensidade e entumescimento aumentados;

As condigdes de crescimento de C. elegans tanto na presenca de fenantreno na
maior concentragdo, como associado a cloreto de sodio, observa-se maior toxicidade

para Artemia salina;

Na presenca da menor concentracdo de fenantreno ocorre apenas metade da

toxicidade para o microcrustaceo;

No entanto, a associagdo de fenantreno com sal promove auséncia de toxicidade
para o microcrustaceo, confirmando o favorecimento da condi¢@o de halofilia de C.

elegans.
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Segundo Artigo

O NacCl (4,0%) associado ao fenantreno e as fontes de carbono glicose e sacarose

influenciam diretamente a produ¢do de quitina e quitosana;

A sacarose ¢ a fonte de carbono que menos influencia no aumento da produgdo da

quitina e quitosana;

O NaCl associado ao fenantreno sdo os constituintes que mais influenciam no

aumento da produgdo da quitosana;

Os resultados obtidos permitem indicar que o estresse do composto toxico,
fenantreno, associado as fontes de carbono D-glicose e sacarose, sao condi¢des

importantes para a producdo dos biopolimeros quitina e quitosana.

Terceiro Artigo

O crescimento de C. elegans ¢ parcialmente inibido pela presen¢a do fenantreno;
A glicose apresenta um efeito positivo no crescimento de C. elegans;

O fenantreno associado a baixa concentragcdo de glicose influencia positivamente o

crescimento do fungo demostrado pelo Diagrama de Pareto;

O fenantreno associado a baixa concentracdo de glicose ¢ a condi¢do mais favoravel

nos processos fisiologicos de C. elegans;

A producao de quitosana apresenta um efeito negativo, contudo ¢ influenciada

fortemente pela associagdo glicose na menor concentracao e fenantreno;

A interagdo glicose na menor concentragdo e fenantreno apresenta efeito positivo na

produgdo de quitina por C. elegans;

As porcentagens de quitina e quitosana sdo influenciadas pela glicose na menor

concentragdo e fenantreno;
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B O fenantreno associado a glicose nas concentracdes utilizadas nao promove

alteracdo nas microfibrilas de quitina;

B Quitosana demonstra ser eficiente no processo de adsor¢cdo do fenantreno na

associagdo glicose e fenantreno;

B Os dados obtidos confirmam a eficiéncia da linhagem de Cunninghamella elegans;

Quarto Artigo

B (. elegans apresenta a capacidade de remover fenantreno tanto com a biomassa viva

como inativada;

B A biomassa inativada apresenta um alto indice de remocgao de fenatreno;

B A biomassa inativada obtida de C.elegans crescida na glicose na menor

concentracao influencia a remog¢ao de fenantreno, funcionando como co-substrato;

B Observa-se uma maior disponibilidade de interacdo da biomassa inativada na

remocao do fenantreno;

B A cinética de remog¢do de fenantreno utilizando biomassa viva ou morta apresenta

uma porcentagem crescente adsor¢do, em especial com a biomassa inativada;

B A biomassa obtida no ponto central do planejamento apresenta efeitos de remogao

do fenantreno similares ao final do experimento;

B Em ambeas as situagdes com biomassa viva e morta é obsservado o grande potencial
biotecnoldgico da linhagem de C. elegans, indicando a sua utilizagdo em ambientes

contaminados com o HAP.
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