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Resumo:

A presenca de metais pesados, compostos sintéticos, residuos liquidos e
outros poluentes na agua e no solo, tem aumentado devido a grande
atividade industrial. Esse aumento tem trazido a deterioracdo de muitos
ecossistemas. Os microrganismos podem ser biorremediadores eficientes,
capazes de remover 0s metais, através de processos ativos e passivos
acumulando eficientemente 0s metais pesados do solo em seus
compartimentos celulares. Sendo assim, avaliou-se a capacidade de
sobrevivéncia de trés linhagens do fungo Aspergillus nidulans em meio com
metais pesados. Utilizou-se como tratamento Meio Completo contendo
diferentes concentragdes de FeSO,, ZnSO4 e CuSO,, sendo a concentragéo
0,01gr . 100 mL™ descrita na literatura, que contem a concentracéo ideal
para o crescimento de microrganismos. As concentracdes testadas foram
0,005gr . 100 mL™ sendo a metade do recomendado, e 0,02gr . 100 mL™ o
dobro recomendado por Pontecorvo (1953), o tratamento controle do
experimento manteve os padrfes estabelecidos na literatura, pH 6,0 e
armazenados em estufa a 37C° por 05 dias para o crescimento. ApGs
periodo de crescimento foi medido o diametro das colonias, onde o0s
resultados obtidos confirmaram a capacidade de sobrevivéncia das
linhagens MSE, Selvagem e do mutante CLB3 de Aspergillus nidulans na
presenca de metais pesados, apresentando algumas alteragbes na
pigmentacdo dos conidios e no diametro das colonias em relacdo ao
crescimento vegetativo.

Introducao

A atividade industrial tem aumentado muito nas ultimas décadas, e
este crescimento traz alguns riscos como a intensificagcdo da poluicédo
ambiental e deterioragdo de alguns ecossistemas, sendo que 0s acidentes
ambientais sdo alguns dos mais preocupantes, que podem ser responsaveis
por grandes contaminacgdes de solo e agua, que causam problemas sociais
e de saude publica (GUELFI, 2001).

A denominacgédo “metal pesado” é aplicada a um grupo heterogéneo de
elementos, incluindo metais, semi-metais e ndo metais que possuem namero
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atébmico maior do que 20 ou peso especifico maior que 5 g.cm™
(MALAVOLTA, 1994). Os principais metais pesados presentes no solo e nos
produtos utilizados na agricultura séo Co, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Sn
e Zn (ABREU; ABREU e BERTON, 2002).

Turpeinen (2002) considera como metais os elementos Co, Cr, Cu,
Mg, Mn, Ni, e Zn e relata que estes desempenham papel essencial nos
processos de vida dos microrganismos, deve-se ressaltar que alguns séo
essenciais as plantas (Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, e Zn), as bactérias fixadoras de
nitrogénio e aos animais (Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, e Zn).

A presencga dos metais pesados nos solos pode ter origem natural ou
antropogénica, sendo esta a principal razdo do aumento crescente dos
metais pesados nos solos, provocando, distirbios muitas vezes de dificil
recuperacédo para o ambiente (ABREU; ABREU e BERTON, 2002).

As atividades de mineragao, fundicdo, utilizacdo do lodo de esgoto
para fertilizacdo na agricultura (CHAOQOUI et al. 1997), a metalurgia (KEFALA;
ZOUBOLIS e MATIS, 1999), e a industria téxtil constituem uma das maiores
fontes de contaminacdo da agua e solo por metais pesados (WAIHUNG;
CHUA e LAM, 1999).

A retencdo dos metais pelo solo pode ser explicada por mecanismos
de adsorcéo especifica troca ionica e precipitagdo. Os metais podem estar
disponiveis no solo na forma de elementos solliveis como ions livres sendo
absorvidos pelas plantas e ou lixiviados pelos solos (GUILHERME; LIMA e
ANDERSON, 1995).

Os microrganismos s&80 0s principais agentes dos processos
bioquimicos que ocorrem no meio ambiente como a decomposicdo de
matéria organica, liberagdo de nutrientes, formacdo e estabilizacdo de
agregados, ciclagem de nutrientes, transformacdes de elementos metalicos,
producdo de metabdlitos, degradacdo de pesticidas, herbicidas e altera¢cbes
nas caracteristicas fisicas do solo (PFULLER, 2000).

A comunidade microbiana do solo atua em processos de imobilizagéo,
mobilizacdo, transformacdo de metais por reacdes de precipitacdo
extracelular, acumulagédo intracelular, reacbes de oxidagcdo e reducéo,
metilacdo e demetilacdo (BRIERLEY, 1991).

A partir dessas reacgfes, as bactérias e os fungos obtém energia para
o desenvolvimento de seus processos vitais (SANTINI et al. 2000). Estas
biotransformacdes sao importantes componentes do ciclo biogeoquimico
sendo, mecanismos usados por bactérias e fungos em solos contaminados
por metais pesados que possam servir como meio para minimizar as
consequéncias da contaminac¢éo do solo por cobre (GAAD, 2000).

A exposicado dos microrganismos aos metais leva ao desenvolvimento
da tolerancia pela comunidade microbiana do solo exercendo presséo
seletiva a resisténcia aos metais por parte de fungos e bactérias do solo
(ELLIS et al. 2003). Os microrganismos apresentam condi¢des catabdlicas
para degradar os contaminantes, mas para iSSoO 0 contaminante tem que
estar disponivel para o atague dos microrganismos e das enzimas, sendo
que as condi¢cdes ambientais devem ser adequadas para 0 crescimento e
atividade da microbiota do solo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).
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Na busca de alternativas para despoluir areas contaminadas por
diversos compostos organicos, tem-se optado por solu¢cdes que englobam:
eficiéncia na descontaminacdo, simplicidade na execucdo, tempo
demandado pelo processo e menor custo (WAIHUNG; CHUA e LAM, 1999).

Com isso cresce o interesse pela utilizacdo da biorremediacao,
caracterizada como uma técnica que objetiva descontaminar solo e agua por
meio da utilizacdo de organismos vivos, como microrganismos e plantas
(PIRES et al. 2003); (ACCIOLY e SIQUEIRA, 2000).

O termo biorremediacédo, no caso dos metais pesados, pode parecer
inapropriado, j& que nenhum processo pode degradar, ou eliminar elementos
inorganicos, no entanto, em alguns casos sua imobilizacdo mediada pelos
microorganismos, pode ser a Unica forma praticavel para proteger aguas
subterraneas e a cadeia alimentar de uma contaminacédo (SPROCATI et al.
2006).

Aspergillus nidulans é um ascomiceto filamentoso homotélico com
morfogénese bem definida, que tem sido usado como um organismo modelo
para estudos genéticos e de biologia celular (TELES e ROCHA, 2002).
Segundo o mesmo autor, o comportamento bioquimico de um fungo
ascomiceto pode contribuir para conhecer melhor a origem da grande
capacidade que os fungos possuem e suas possiveis aplicagcbes em
sistemas de biorremediacdo. Além disso, podem nos fornecer informacgdes a
respeito do comportamento de suas principais enzimas antioxidantes.

Esta pesquisa teve como objetivo, a experimentacao e a avaliacdo da
sobrevivéncia das linhagens de Aspergillus nidulans, submetidas a meios
com metais pesados, para que posteriormente este microrganismo possa ser
utilizado como uma alternativa em processos de biorremediacdo de locais
contaminados por metais pesados.

Materiais e Métodos

Para o experimento utilizou-se as linhagens MSE, Selvagem e o
mutante CLB3 do fungo Aspergillus nidulans. O meio utilizado foi Meio
Completo (MC) descrito por Pontecorvo et al. (1953), que determina os
niveis ideais de nutrientes para o crescimento deste fungo. As variaveis
anélisadas foram as concentracdes 0,005gr.100 mL™?, sendo a metade do
recomendado e 0,02 gr.100 mL™ sendo o dobro do recomendado dos metais
pesados FeSO,4, ZnSO,4 e CuSOq,, 0 tratamento controle manteve os padrdes
descritos na literatura sendo a concentracdo de 0,01 gr.100mL™. Os
tratamentos continham apenas um metal com o seu valor alterado, os outros
testados mantinham as concentracdes ideais descritas por Pontecorvo. Apos
0 preparo os tratamentos foram estabilizados em pH 6,0 e autoclavados por
20 minutos em temperatura de 121<C. As placas inoculadas com pico no
centro contendo esporos do fungo foram levadas a estufa por cinco dias a
uma temperatura de 37C°. Para analise da sobrevivéncia do fungo foi
medido o diametro das col6nias, e analisada a pigmentacdo dos conidios.
Para andlise estatistica foram feitas 9 repeticbes e submetidas a
comparacao de meédias pelo teste de Scott-knott.
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Resultados e Discussao

Os resultados indicaram que as linhagens de A. nidulans foram
capazes de crescer em todos os meios testados. A figura 1 mostra que a
linhagem MSE e a linhagem Selvagem obtiveram maior crescimento
vegetativo em meio acrescido de FeSO,4, e menor crescimento vegetativo
acrescido de ZnSO, e o mutante CLB3 mostrou-se sensivel ao CuSOy,
obtendo maior crescimento vegetativo em meio deficiente de CuSO,, e
menor crescimento vegetativo em meio acrescido de CuSQO,.

Média do crescimento vegetativo de  Aspregillus nidulans em meios com
metais pesados
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Figura 1. Média do crescimento vegetativo das linha  gens MSE, Selvagem e CLB3 de
Aspergillus nidulans a exposi¢do dos metais pesados FeSO 4, ZnSO,e CuSO, em
diferentes tratamentos.

Essa deficiéncia de crescimento vegetativo das linhagens pode ser
explicada como sendo um excesso desses metais, pois segundo Baath,
(1989), o cobre € um elemento essencial para a sobrevivéncia das bactérias
e fungos do solo, mas pode se tornar toxico quando a concentracdo exceder
de 750 mg.g™.

Cooley et al. (1986) observou que o metal pesado cadmio em
dosagens maiores causou efeitos deletérios sobre o metabolismo celular e
progressiva inibicdo e esporulagao do fungo Aspergillus nidulans.

Segundo Granjeiro et al. (2004) e Turpeinen (2002) para que 0
microrganismo consiga sobreviver em ambientes na presenca de metais é
necessario que este possua mecanismos para 0 transporte de metais
pesados e determinadas proteinas que protegem o organismo dos efeitos
toxicos do metal, ligando-o a enzimas especificas. Podendo ocorrer o
transporte do metal através de gradiente quimiosmotico pela membrana
citoplasmatica de bactérias e fungos, diminuindo seu potencial toxico, (NIES,
1999).

Porém alguns desses elementos, como o0 cobre e o0 zinco sao
nutrientes essenciais e sao usados como catalisadores de reacdes
bioquimicas, estabilizadores de proteinas e mantedores de equilibrio
osmotico da célula (JI e SILVER, 1995).
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Sumita et al. (2007) analisou a interagcdo de Chromobacterium
violaceum com metais tracos Zinco, Aluminio, Cobre e Manganes,
concluindo que houve interacdo entre os diferentes metais testados e
interferéncia no crescimento de C. Violaceum, sendo o Zinco o metal que
mais influenciou nesta variavel.

Em relacdo a sobrevivéncia de microrganismos em ambientes
inéspitos, Wenzel (2006), isolou e caracterizou o fungo Paecilomyces
javanicus presente em pecas anatbmicas conservadas em formol a 10%,
avaliando quanto ao seu potencial biorremediador em concentracbes que
variavam de 0,3 a 1,5 g.L™ de 6leo diesel e gasolina. O estudo demonstrou
que o fungo foi capaz de manter o crescimento vegetativo até a ultima
concentracdo testada, porém apresentou crescimento reduzido em
concentracdes superiores a 0,5 g.L™, tanto para gasolina quanto para 6leo
diesel em Meio Minimo Modificado (MMM).

Tabela 1. Tabela de Andlise de variancia segundo o teste Scott-Knott.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Meio 6 120.77 20.12 3.101 0.006
Linhagem 2 168.52 84.26 12.981 0.002
Meio*Linhagem 12 126.70 10.55 1.627 0.088
residuo 168 1090.55 6.49

Total 188 1506.560000

CV (%) = 14,03

Tabela 2. Comparacdo de médias segundo teste Scott-  knott.

Linhagens
Tratamentos Selvagem MSE CLB3
Controle 58Ba 6,5Ba 32Bb
MC 0,02 gr.100 mL™" de FeSO* 6,2Ba 6,7Ba 29Bb
MC 0,005 gr.100 mL" de FeSO* 58Ba 6,1Ba 40Bb
MC 0,02 gr.100 mL™" de ZnSO* 45Aa 48Aa 26Ab
MC 0,005 gr.100 mL" de ZnSO* 57Ba 6,4Ba 40Bb
MC 0,02 gr.100 mL™" de CuSO* 48Aa 6,2Aa 25Ab
MC 0,005 gr.100 mL" de CusO* 59Ca 6,3Ca 42Ch

Letras iguais correspondem a médias estatisticamente iguais segundo o teste Scott-knott ao nivel de 5% de
significancia. Sendo as letras mailsculas correspondentes a comparagcdo entre os tratamentos e as letras
mindsculas correspondentes a comparagao entre as linhagens.

Quando se estabelece a comparacdo das meédias das linhagens,
observa-se que a linhagem CLB3 se mostra estatisticamente diferente das
demais, e em relacdo ao tratamento, o meio MC 0,005 gr.100 mL™ de
CuSO* apresentou-se estatisticamente diferente aos demais favorecendo o
um maior crescimento das colbnias (tabela 2).

De acordo com a figura 2, pode ser observado que a linhagem MSE
apresentou alteracdo na pigmentacéo dos conidios e hifas aéreas em meios
contendo concentragao alterada de FeSO,4 e em meio acrescido de ZnSO,4 a
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linhagem Selvagem apresentou alteracao na pigmentacédo dos conidios em
meios acrescidos com CuSO4, ZnSO,4, e deficientes em CuSO,4 e 0 mutante
CLB3 apresentou alteragcdo na pigmentacdo dos conidios em meios
deficientes em FeSO,, ZnSO,4 e CuSO,.

Este resultado vem colaborar com Gaad (2000) que relata que os
fungos apresentam grande capacidade de adaptacdo a presenca de metais
pesados no solo, sendo este mecanismo explicado por mutacdes genéticas
e adaptacdes fisioldgicas dos fungos em contato com o metal, pois a
capacidade de um organismo sobreviver em condi¢cdes adversas depende
da rapidez de suas respostas fisiol6gicas as condi¢cées ambientais.

= :

B - = ol = F S — e
Figura 2. AlteracBes observadas na pigme conidios nas linhagens MSE,
Selvagem e CLB3 de Aspergillus nidulans em resposta a exposicdo a meios com

concentracdes alteradas de metais pesados.
A) MSE controle; B) MSE na concentragéo 0,02 gr.100 mL™ de FeSO,; C) MSE na concentragéo 0,005 gr.100 mL™
de FeSO,; D) MSE na concentragdo 0,02 gr.100 mL™ de ZnSO. E) Selvagem controle; F) Selvagem na
concentragdo 0,02 gr.100 mL™ de CuSO,; G) Selvagem na concentragdo 0,02 gr.100 mL™ de ZnSO,; H) Selvagem
na concentragdo 0,005 gr.100 mL™ de CuSOy; I) CLB3 controle; J) CLB3 na concentragéo de 0,005 gr.100 mL™ de
CuSO,; K) CLB3 na concentragdo 0,005 gr.100 mL™ de FeSOy; L) CLB3 na concentracdo 0,005 gr.100 mL™ de
ZnS0,.

Essa diferenca de morfologia apresentada pelas linhagens pode ser
devido a expressdo de genes envolvidos no processo de diferenciacédo
celular (FLORES, A. C. et al. 2008)

Entretanto, Silva et al. (2005) em resultados preliminares com o metal
cobre, mostraram que os fungos respondem de maneira diferenciada a
medida que se adiciona cobre ao meio de desenvolvimento. Isto foi
evidenciado com o fungo Pt 116 e o fungo Pt 24 onde apresentaram maior
desenvolvimento no meio com cobre, sendo o crescimento do fungo Pt 24
aumentado com o aumento das doses de cobre e os Suillus 2.8, Suilus 128
e Scleroderma 124 apresentaram menor desenvolvimento com 0 aumento
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das doses de cobre, ndo sendo indicados para programas de
biorremediagao de solo contaminado por cobre.

Vale a pena ressaltar que microrganismos tém sido isolados de
ambientes diversos como o relatado por Silva et al. (1999), fungos capazes
de degradar fungicidas, taxa de degradacéo de até 66,21% em apenas dois
dias, Ying et al., (2005) solo contaminado com 06leo, bactéria Gram negativa
com morfologia em bastonete, de coloracdo amarela e flagelo polar,
Sphingomonas paucimobilis.

Mas de acordo com Gray et al. (2000), é necessario utilizar
microrganismos capazes de degradar a substancia em questdo, pois nem
todos os microrganismos possuem as mesmas habilidades em degradar os
mesmos compostos. Pois segundo Mora et al. (2006), a acumulagédo de
metais pesados reduz a biomassa microbiana, a atividade de varias enzimas
e a estrutura da comunidade microbiana do solo diminuindo também a
diversidade funcional dos microrganismos menos tolerantes aos metais
pesados.

Dessa forma, como os fungos apresentam grande capacidade de
adaptacdo a presenca de metais pesados no solo, (GAAD, 2000), a
utilizacdo e o estudo das interacdes entre microrganismos e metais podem
auxiliar no conhecimento das relacdes toxicas de metais com organismos
superiores, como plantas e animais e alguns sistemas microbianos de
tolerancia ao metal poderiam ser utilizados em processos de biorremediacao
(Cervantes et al. 2006).

Conclusodes

Frente aos resultados encontrados de intensa resposta a exposicao
de metais pesados, conclui-se que as linhagens: Selvagem, MSE e CLB3 do
fungo Aspergillus nidulans apresentam capacidade de sobrevivéncia em
meios contendo concentracdes alteradas de metais pesados. Esses
resultados mostraram a possibilidade da utilizacdo destas linhagens como
uma alternativa no processo de biorremediacdo de ambientes contaminados
por tais poluentes.
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