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RESUMO

Considerando o potencial biotecnolégico do fungo Trichoderma
harzianum no processo de metabolizagdo de compostos xenobidticos e sua
resisténcia a metais pesados, o presente trabalho teve como finalidade
estabelecer conhecimentos bioquimicos e ultraestruturais associados ao
processo de remocdo de cadmio. O microrganismo foi cultivado em meio
contendo diferentes concentra¢cées de cadmio: 1mM, 2mM e 3mM. O perfil de
crescimento foi estabelecido em fungéo da biomassa produzida, do consumo
de glicose e fosfato, conteldo intracelular de polifosfato, atividade das enzimas
fosfatases &cida e alcalina, perfil de proteinas totais e remocdo do metal. Os
resultados obtidos sugerem efeitos do metal sobre o crescimento do organismo
em diferentes meios de cultura. O crescimento em meio padréo revela a
tolerdncia do organismo frente a altas concentracdes de cadmio, e que tal
cultivo induz variagées no consumo de glicose e atividade das fosfatases. A
utilizagdo da microscopia Optica revelou variacdo na morfologia do organismo
como resposta a variacdo do meio de cultivo e da presenca e auséncia do
metal. Modificagdes relativas a processo de ramificagdo, textura e espessura
das hifas foram visualizadas. Os aspectos ultraestruturais através de varredura
demonstraram que T. harzianum cultivado na presencga de cadmio apresentou
variacbes associadas a eletrondensidade, densidade micelial, maior
ramificagdo e menor nimero de clamidosporos. A analise do perfil de proteinas
totais revelou que o cultivo em cadmio induziu a diminuicdo do conteddo de
proteinas dependendo da concentracdo. O isolado foi capaz de acumular
polifosfato, e a presenca do metal induziu a degradacéo do polimero em funcéao
da concentragdo. A remocdo de cadmio do meio foi avaliada, revelando
variagdo em fungdo da concentragcédo. Os resultados demonstram o efeito do
cadmio sobre T. harzianum, pela primeira vez, e demonstram o potencial do
microrganismo em acumular polifosfato e sua possivel aplicacdo na

remediag&o de metais pesados.

Palavras-Chave: Trichoderma harzianum, Cadmio, Fosfatases, Polifosfato,

Ultraestrutura.



ABSTRACT

Considering the biotechnological potential of Trichoderma harzianum in
the xenobiotic metabolization and its resistance to heavy metals, the aim of this
work was to evaluate the utrastructural and biochemical behavior related to
cadmium tolerance and removal. The microorganism was grown in different
media, containing 1mM, 2mM and 3mM of cadmium. Aspects of the growth
profile was obtained by biomass production, glucose consumption, acid and
alkaline phosphatase activities, morphology by optical microscopy,
ultrastructure by scanning electron microscopy, total protein profile,
polyphosphate acumulation and metal removal were evaluated. The results
obtained revealed the inhibitory effects of the heavy metal on the microbial
growth and the aspects of the tolerance to cadmium. The glucose consumption
and the enzymes activities were also affected by cadmium and its different
concentrations. The morphological analysis revealed variations related to
hyphae thickness, branching pattern, texture and homogenity, electrondensity,
and presence of granular structures. The ultrastructural aspects revealed
alterations related to cell electrondensity, mycelia density, branching pattern
and reduced chlamidospores number. The grown in presence of the metal
induced a reduction in the total protein content related to cadmium
concentration. The isolate was able to accumulate polyphosphate, and its
grown in cadmium induced the polymer degradation. The cadmium removal
was observed and revealed variations related to metal concentrations. The
results for the first time revealed the effects of cadmium on T. harzianum
polyphosphate accumulation and its potential application in the metal

remediation.

Keywords: Trichoderma harzianum, Cadmium, Phosphatases, Polyphosphate,

Total Proteins, Ultrastructure.
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1.1. Introducéo

Os fungos sao organismos extremamente versateis em suas respostas em fungéo de
variagbes ambientais. Condi¢cdes ambientais relativas a fontes de carbono, fésforo,
nitrogénio, tensédo de oxigénio, pH, temperatura, intensidade de radiacéo, e microelementos
influenciam o metabolismo e conseqiientemente, o crescimento celular, a diferenciacao,
formacéo de estruturas reprodutivas e diferenciacdo sexual (GARRAWAY e EVANS, 1984;
GRIFFIN, 1994; AOKI e NIRENBERG, 1999; KANA-UCHI e KUKATSUI, 1999; KIHARA et
al., 1999; KITAMOTO et al., 1999; THAM et al., 1999).

A indastria é responsavel pela producdo de diferentes substancias poluentes
encontradas na natureza, produzindo um imenso niimero de compostos toxicos. Define-se
poluicdo como sendo toda alteracdo das propriedades naturais do ambiente que seja
prejudicial a salde, a seguranca ou ao bem-estar da populacdo sujeita a seus efeitos,
causada por agente de qualquer espécie. Dentre os principais poluentes, os metais pesados
e seus derivados exercem papel preponderante, os quais sdo diretamente prejudiciais a
saude humana e cujas substancias organicas comprometem a manutencéo dos processos
vitais. Diversos ramos industriais sdo responsaveis pela contaminacéo ambiental por metais
pesados, entre estes: as indUstrias de papel, petroquimica, de cloro, de fertilizantes, usinas
siderdrgicas, industrias de metais ndo-ferrosos, automéveis e avibes, de vidro, de cimento,
ceramica, industria téxtil, indUstria de couros e usinas termoelétricas. Na tentativa de reduzir
0os severos problemas causados por elevados niveis de concentracdo de metais no
ambiente, varios estudos tém sido desenvolvidos para estabelecer parametros para a
diminuicdo da concentracdo destes elementos em efluentes industriais (CONAMA, 1986;
FELLENBERG, 1990).

Apesar da contaminacdo por metais pesados ser um fator desencadeante de

processos téxicos para peixes, crustaceos, plantas aquaticas, mamiferos e microrganismos,
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tais elementos ocorrem naturalmente e muitos deles sdo componentes essenciais do
ecossistema global (PINTO et al. 2002). Estes metais podem ser facilmente transportados
guando em solugdo e, muitas vezes, podem alcancar altas concentracdes em areas
fechadas por sua prépria disposicéo ou por amplificacdo bioldgica. Em geral, o tratamento
de ambientes contaminados por metais envolve processos fisico-quimicos de precipitacao,
floculacao, eletrdlise, cristalizacdo ou adsorcdo; entretanto, estes processos podem ser
onerosos e/ou contribuir para formacdo de novos contaminantes ambientais; assim, torna-se
necessario o desenvolvimento de tecnologias mais econémicas e praticas para a remocao
dos metais (UNZ et al., 1996; PINTO et al. 2002).

Os metais sdo contaminantes de extrema letalidade de tal forma que o estudo da
toxidade de metais pesados em plantas e microrganismos vem atraindo a atencdo de muitos
cientistas do ambiente. De todos os metais pesados poluentes, o cadmio € um dos mais
toxicos para os seres humanos, animais e plantas. Também, dentre esses elementos, é o
gue apresenta as mais altas taxas de emissdo para o ambiente nas Ultimas décadas. O
cadmio é um poluente bastante difundido, bastante toxico e sem funcéo bioldgica conhecida
(PINTO et al., 2002).

Os microrganismos desenvolveram, ao longo da evolugdo, um grande numero de
mecanismos de tolerancia que permitem seu pleno desenvolvimento, mesmo na presenca
de grandes quantidades de metais pesados: exclusdo; excrecdo; seqlestro e
transformacéo. Tais mecanismos sdo primariamente ativos quando o sistema é exposto a
presenca do metal. Por outro lado, os microrganismos exibem mecanismos de tolerancia
ditos passivos, uma vez que nao sao induzidos na presenca do metal, mas sem duvida
aumentam a resisténcia celular. Tem sido sugerido que um possivel mecanismo seja a
qguelacao intracelular através de um polimero aniénico de cadeia longa, o polifosfato
(KORNBERG et al 1999).

Dessa forma, polifosfato e as enzimas associadas ao seu metabolismo sdo moléculas

de essencial importancia em inimeros eventos e fendmenos relacionados ao crescimento e
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manutencao celular sob inumeras condicbes ambientais. Sendo assim, estudos
direcionados para a identificacéo, localizacdo e mapeamentos dessas moléculas permitiréo
um maior entendimento sobre inimeros eventos biolégicos, ndo apenas ao nivel
ultraestrutural, bem como ao nivel bioquimico e fisioldgico (DE SOUZA, 2000).

As fosfatases &acida e alcalina compdem o grupo de enzimas chamadas
fosfomonoesterases, nao especificas, que hidrolisam uma variedade de ésteres organicos,
com a liberacdo de ions de fosfato, estando desta forma envolvidas no metabolismo do
fosfato. Estas duas fosfatases diferem tanto no pH étimo de atividade, como na localizacéo
celular e suas atividades podem ser intensificadas pela auséncia/presenca de fosfato no
meio de cultura (JOH et al., 1996).

Polifosfatos, por sua vez, atuam como fonte de energia, elementos de reserva de
fésforo inorganico, substituto de ATP, tampéao para alcalis, quelante de metais e regulador
de resposta ao “stress”. E adicionalmente utilizado na indUstria como antibacteriano,
antimicotico, aditivo, emulsificante e antioxidante, e no descarte ecolégico de poluentes
fosfatados (HAROLD, 1966; GREENFIELD et al., 1987; KORNBERG, 1995).
Paralelamente, nos ultimos anos, varios laboratorios tém investigado a relagdo entre o nivel
de polifosfato e a resisténcia a metais pesados, como forma de gerar conhecimento para
melhorar e propor alternativas para a remogdo de metais, utilizando microrganismos
(KULAEV, 2000; KEASLING et al., 2000; MINO et al., 1998; VAN LOOSDRECHT et al.,
1997).

A biotecnologia aplicada ao meio ambiente, embora ainda considerada uma area de
pesquisa emergente, mostra-se potencialmente capaz de responder com solucdes efetivas
para uma grande variedade de problemas de poluicdo ambiental. Neste sentido, ndo apenas
proporciona métodos para o tratamento de rejeitos industriais, mas também pode contribuir
para a biorremediacao de ambientes ja contaminados.

Outrossim, considerando a habilidade do Trichoderma harzianum de metabolizar

compostos xenobidticos e remover metais pesados, bem como a relagdo do polifosfato com
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tolerancia e resisténcia aos metais pesados, o presente trabalho visa ampliar os
conhecimentos bioquimicos e ultraestruturais do processo de remocdo de cadmio pelo

microrganismo.

1.2. Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar o comportamento bioquimico e ultraestrutural de Trichoderma harzianum,

tendo em vista a sua importancia e o seu valor agrondmico e biotecnoldgico.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar o perfil de crescimento de Trichoderma harzianum em
presenca e auséncia de cadmio;

e Determinar o perfil das fosfatases acida e alcalina em funcao do
cultivo em presenca de cadmio;

e Avaliar o comportamento morfoldgico e ultraestrutural de Trichoderma
harzianum durante o processo de remoc¢ao de cadmio.

e Determinar o perfil das proteinas totais em funcdo do cultivo em
presenca de cadmio

e Caracterizar as variagbes e o comportamento do polifosfato presente
em Trichoderma harzianum na presenca e auséncia de cadmio;

e Avaliar e caracterizar a cinética de remog¢éo de cadmio pelo micélio de

Trichoderma harzianum .
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1.3. Revisao da Literatura

1.3.1. Fungos: Trichoderma harzianum

Os microrganismos séo capazes de habitar qualquer nicho ambiental em funcdo de
suas relagcfes dinamicas com os constituintes do sistema. As diferentes populacdes de
microrganismos sofrem mudancas em fungdo do ambiente. Tais popula¢gBes podem induzir
significativas alteracdes nos ambientes nos quais se encontram devido as suas respostas
metabdlicas. Dessa forma, o somatério dos varios processos metabolicos dos
microrganismos em qualquer nicho ambiental resulta em transformacfes dos aspectos
fisicos, quimicos e biolégicos dos ecossistemas que constituem o ambiente
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

Dentre os microrganismos, os fungos filamentosos sdo organismos cosmopolitas
capazes de obterem energia de uma grande variedade de substratos. Conseqiientemente,
desse fato surgem inumeras habilidades, que tornam tais organismos alvo de estudos
relacionados a modelos de vias biolégicas, modelos para andlises genéticas, visando
exploragdo nas areas industrial, médica e biotecnolégica (GARRAWAY e EVANS, 1984).

Membros do género Trichoderma sao importantes fungos cosmopolitas, de ampla
distribuicdo, sapréfitas de solo, de grande importancia como agentes de
decomposicédo,.exibem crescimento exuberante e em curtos intervalos de tempo. As
coldnias sédo originalmente algodonosas e variam entre branco e verde. Exibem conidi6foros
ramificados, com fialides divergentes e em forma de garrafa. Conidios geralmente verdes,
lisos ou rugosos, forma globosa a elipsoidal (GRIFFIN, 1994).

As habilidades antifungicas desses microrganismos sdo reconhecidas desde 1930, e
esforcos tém sido empregados no seu uso para controle de doencas em plantas. Alguns
isolados colonizam e penetram nos tecidos das raizes e iniciam uma série de alteracdes
morfolégicas e bioquimicas nas plantas, conduzindo a uma resisténcia sistémica no vegetal.

Além de colonizarem raizes, atacam e parasitam outros fungos (micoparasitismo) através de
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indmeros mecanismos, que culminam com a formacdo de produtos que favorecem o
desenvolvimento das plantas (BOLAR, 2000, HARMAN, 2004, LORITO, 1998, OMERO,
1999).

Paralelamente, possuem resisténcia inata contra a maior parte dos produtos quimicos
usados na agricultura, incluindo fungicidas, inseticidas e pesticidas, embora ocorra variacao
no padrao da resisténcia em fungao do isolado. Alguns isolados tém sido selecionados e/ou
modificados por serem especificamente resistentes (PAPAVISAS, 1985; YEDIDA et al.,
1999, 2000, 2001, 2002).

Dessa forma, o amplo uso de isolados do género Trichoderma baseia-se na sua
habilidade de degradar polimeros vegetais, como celulose, e antagonizar outros fungos. Por
essa razao, isolados de Trichoderma harzianum tém sido comumente usados como agentes
para o0 biocontrole de fungos patogénicos de plantas. Diversos mecanismos tém sido
considerados como fatores-chave nas interacbes antagbnicas: lise da parede dos
hospedeiros; antibiose; competicdo por nutrientes; inducéo de resisténcia e inativacao de
enzimas (HARMAN, 2004, SHORESH et al., 2005, VITERBO et al., 2005).

A habilidade antagonistica dos isolados com potencial reside nos perfis de enzimas
extracelulares, como por exemplo: alfa-glicosidases, celulases, celobiohidrolase,
endocellulase, xilosidase, endoxilanase, proteases semelhantes a tripsina e quimotripsina;
1,4-N-acetil-glicosaminidase e laminarinase. Paralelamente, espécies de fungos do género
Trichoderma spp. sdo altamente eficientes na producédo de muitas enzimas extracelulares.
Usadas comercialmente na producdo de celulases, entre outras enzimas que degradam
polissacarideos complexos. Dessa forma, sdo amplamente empregados na industria de
alimentos e téxtil (OMERO, 1999, OMERO 2001, SHORESH et al., 2006, VITERBO et al,
2001, 2002, 2004, 2006).

As habilidades competitivas das espécies sao significativamente influenciadas por
inimeros parametros ambientais, como temperatura, disponibilidade de agua, presenca de

pesticidas, metais pesados e a presenca de bactérias antagonisticas de solo (YEDIDA et al.,
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1999, 2000, 2001, 2002).

Paralelamente, tém a habilidade de incrementar o crescimento, bem como a
produtividade vegetal. Porém, em muitos casos, esse efeito parece estar associado a
solubilizacdo de nutrientes, de outra forma indisponiveis. Sabe-se que, no solo, macro e
micronutrientes sofrem um complexo equilibrio dindmico de solubilizacédo e insolubilizacao
gue sao fortemente influenciados pelo pH e microflora dos solos, o que, em Ultima instancia,
afeta sua acessibilidade para as raizes. Dessa forma, as intera¢cdes microbianas com raizes
dos vegetais alteram o “status” de nutricdo das plantas. Espécies de Trichoderma estao
entre 0s organismos biocontroladores, sendo sugerido que 0s mecanismos para tal
fendmeno residem em micoparasitismo, antibiose, competicdo e inducdo de respostas de
defesa no hospedeiro (YEDIDA et al., 1999, 2000, 2001, 2002).

Adicionalmente, varios genes tém sido clonados de isolados de Trichoderma spp,
oferecendo potencial como transgenes para produzir sementes que sdo resistentes a
inumeras patologias (YEDIDA et al., 2002; VITERBO et al., 2001, 2002, 2006).

Por outro lado, a versatilidade desse género também tem sido explorada na producéo

de metabdlitos com atividade antiviral e antibacteriana (GOLDMAN e GOLDMAN, 1998).

1.3.2. Polifosfato

O polifosfato € um polimero linear formado por residuos de ortofosfato, unidos por
ligacdes fosfoanidridicas, termodinamicamente equivalentes ao fosfato de alta energia do
ATP (Tri-Fosfato de Adenosina). Por ser um composto energético e estruturalmente mais
simples do que o ATP, o polifosfato € considerado um precursor do ATP na evolucéo
bioquimica (HAROLD, 1966; KULAEV et al., 2000).

Ao longo da evolucao dos seres vivos as fungdes mais importantes da molécula para
os procariotos correspondem aquelas de reserva de fosfato e fonte de energia, enquanto,

nos eucariotos predominam as fungBes reguladoras (KULAEV e KULAKOVSKAYA,
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2000; KULAEV et al., 2000).

O metabolismo do polifosfato € mantido por diferentes grupos de enzimas,
responsaveis pelo equilibrio dindmico entre sintese e degradacédo, de modo que qualquer
interferéncia nesse balanco resulta em um acimulo ou na degradacéo total deste polimero
pela célula (KEASLING et al., 1993; KURODA e KORNBERG, 1997; SHIBA et al., 2000;
TZENG e KORNBERG, 2000; WOOD e CLARCK, 1988; BOLESCH e KEASLING, 2000;
KUMBLE e KORNBERG, 1996).

O comportamento dinamico do polifosfato, seu acumulo e consumo, € o aspecto mais
notavel de seu metabolismo em microrganismos. O desequilibrio entre sintese e degradacao
resulta em variacdes entre 100 a 1000 vezes a concentragdo. Em geral, a quantidade de
polifosfato durante a fase exponencial de crescimento é baixa, elevando-se no inicio da fase
estacionaria. No entanto, o acumulo de polifosfato em resposta ao “stress” ambiental
imposto por limitagdes nutricionais, variagcdes de pH, osmolaridade e tensao de oxigénio tém
sido descritos em inUmeros microrganismos, principalmente em bactérias e leveduras
(HAROLD, 1966; RAO et al., 1996, 1998; BARAK e RIJN, 2000; KURODA e OHTAKE, 2000;
MCGRATH e QUINN, 2000).

Ao mesmo tempo, o polifosfato de cadeia longa apresenta atividade bactericida e
bacteriostatica quando testado contra Bacillus cereus. Entretanto, esses efeitos
antimicrobianos dependem da concentracdo do polifosfato e da fase de crescimento da
célula, visto células na fase estacionaria de crescimento ndo foram afetadas (RASHID et
al., 2000 ; RASHID e KORNBERG, 2000a e 2000b).

Os distintos processos que resultam no acumulo de polifosfato pelos microrganismos,
e que podem ser induzidos por fatores ambientais, tém varias implicacGes biotecnoldgicas.
Um desses processos envolve o acumulo de polifosfato por microrganismos submetidos a
ciclos anaeroObicos/aerébicos alternados. Este fenbmeno é a base do processo de
tratamento de efluentes contaminados com fosfato, designado de “remoc&o melhorada de

fosfato bioldgico”. Além disso, organismos com habilidade de acumular polifosfato podem
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ser utilizados na biorremediacéo de efluentes contaminados com metais pesados, haja vista
gue varios estudos terem demonstraram a associacao de granulos de polifosfato com
cations e metais pesados. Em adicdo, a aparente relagao entre polifosfato e 0 aumento de
resisténcia ou tolerdncia de alguns microrganismos a metais pesados reforca o seu
potencial biotecnoldgico na remocao destes elementos (VANLOOSDRECHT, 1997; MINO et

al., 1998; KEASLING et al., 2000; KULAEV, 2000).

1.3.3. Fosfatases

O fosforo € um elemento essencial para alguns organismos, que o podem absorver na
forma de um &anion ortofosfato (Pi; H2PO4- ou HPO42-). A fosfatase acida é uma enzima
chave em regulacdo do metabolismo em células. A deficiéncia de fésforo inorganico causa
uma significante elevacéo intracelular e extracelular da atividade da fosfatase acida em
varias plantas (ELLIOTT et al.,1986; GOLDSTEIN, 1988; LEFEBVRE et al., 1990) e fungos
(TADANO e SAKAI, 1991).

As fosfatases sdo hidrolases que utilizam como substratos fosfomonoésteres, as quais
estdo amplamente distribuidas na natureza, tendo sido encontradas em animais, vegetais e
em microorganismos. Estas enzimas sdo divididas em 3 grupos principais: fosfatases
alcalinas, fosfatases acidas e proteinas fosfatases (ELLIOTT et al.,1986; GOLDSTEIN,
1988; LEFEBVRE et al., 1990; TADANO e SAKAI, 1991) .

As fosfatases acidas apresentam um pH étimo para catalise em torno de 5,0 e utilizam
como substratos compostos com baixa massa molecular (por exemplo: aclcares
fosforilados). Contrastando com as fosfatases acidas, as alcalinas apresentam um pH 6timo
para catalise em torno de 9,0 e também atuam em substratos de baixa massa molecular
relativa. No entanto, ha necessidade de ions divalentes, como magnésio, cobalto ou
manganés, para catalise (TIBBETT et al., 1998).

As proteinas tirosina fosfatases (PTPs) sdo uma grande familia de enzimas (> 100)
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responsaveis pela hidrélise do fosfato ligado a residuos de tirosina em proteinas. Sao
estruturalmente diversas, incluindo a tipo citoplasmatica e a tipo receptor com a capacidade
de transmitir sinais diretamente a enzimas de membrana e citoplasma, controlando diversos
processos celulares (ZHANG, 1996).

As fosfatases representam enzimas que permitem o acesso ao fésforo organico do
meio ambiente. Dessa forma, as concentracdes de fdsforo disponivel atuam como
reguladores da expresséo das enzimas nos fungos, 0 que caracteriza tais enzimas como
induziveis. Geralmente, ocorre uma forte relacéo inversa entre a concentracao do fésforo do
meio e fosfatase. Em ambientes com baixas concentracdes de foésforo induzem maiores

expressdes (LEFEBVRE et al., 1990). .

1.3.4. Ultraestrutura

Estruturalmente, fungos sdo organismos eucarioticos e, portanto exibem,
citologicamente, as caracteristicas desse grupo de organismos e, de um modo geral, estédo
evidenciadas através da microscopia optica. A introducao da microscopia eletrbnica na
década de 60 para analise estrutural de fungos gerou uma nova visdo sobre esse tipo
celular. Aspectos da esporangiosporogénese, morfologia e germinacao de esporos de
espécies de Rhizopus, Mucor rouxii, Gilbertela persicaria e Mycotypha (BARTINICKI-
GARCIA et. al., 1968a e 1968b; BRACKER, 1968; YOUNG,1969).

Desde o desenvolvimento da microscopia eletrénica (1931) como método de estudo
de células, uma série de metodologias, como por exemplo, a microscopia eletrénica de
varredura (anos 60), microanalise por raio X, criopreservacao e técnicas imunolégicas foram
aperfeicoadas. A rapida evolucdo do surgimento de microscépios mais modernos, como o
de transmisséo de alta resolucéo e o de varredura ambiental, permite, atualmente, inclusive,
o estudo de amostras frescas e o minimo de manipulacdo possivel durante o

processamento (KLOMPARENS, 1990; COLLINS et al., 1993).
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A caracterizacao da ultraestrutura de fungos é fundamental para o entendimento de
alguns aspectos do desenvolvimento celular, como por exemplo, germinacédo de esporos,
interacdes hospedeiros-patdégenos, comportamento nuclear, estudos de organelas e estudos
sobre a organizagdo celular. A avaliacdo ultraestrutural auxilia a taxonbémia e,
conseglientemente, aumenta o conhecimento sobre processos de controle de disseminacao,
controle de atividades economicamente importantes e patogenicidade, caracteres esses tdo
comuns a esse grupo de organismos ( HOLLENBERG e ERICKSON, 1973; MIMS, 1990).

Com o advento da microscopia eletrénica, foi possivel elucidar alguns aspectos Unicos
da estrutura celular dos fungos, como, por exemplo, a membrana citoplasmatica, processos
de interacdo fungos parasitas de plantas, identificacdo de elementos estruturais para
estudos taxondmicos e identificacdo dos aspectos da estrutura fina de esporos
(KLOMPARENS, 1990; JONES et al. 1989).

Condicbes ambientais relativas a fontes de carbono, fdsforo, nitrogénio, fosforo,
tensdo de oxigénio, pH, temperatura, intensidade de radiagéo, e microelementos influenciam
0 metabolismo e, conseqiientemente, o crescimento celular, a diferenciagéo, formacdo de
estruturas reprodutivas e diferenciacdo sexual (GARRAWAY e EVANS, 1984; GRIFFIN,
1994; AOKI e NIRENBERG, 1999; KANA-UCHI e KUKATSUI, 1999; KIHARA et al., 1999;

KITAMOTO et al., 1999; THAM et al., 1999).

1.3.5. Cadmio e Poluicao

Com o vertiginoso crescimento da populagdo humana, atualmente com mais de 6
bilhdes de habitantes, os niveis de poluicdo aumentaram e, assim, varios ecossistemas
foram destruidos. A agua, ndo importando se de rios, lagoas ou do mar, € um dos ambientes
mais afetados pela atividade humana. Observou-se que, ap6s a Segunda Guerra Mundial, a
preocupacao e o interesse com as questdes ambientais vém aumentando, de forma cada

vez mais acentuada, com o passar das décadas. Varios grupos ao redor do planeta vém
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realizando pesquisas que visam a avaliar e a diminuir os impactos da poluicdo na biosfera.

Paralelamente, com o desenvolvimento dos processos industriais, surgiram novos
compostos quimicos sintéticos que, por sua vez, foram lancados no meio ambiente
indiscriminadamente. Muitos destes compostos, chamados xenobiéticos, ocorrem na
natureza (Exemplo: hidrocarbonetos do petréleo, metais pesados) ou sdo suficientemente
similares a estes, estando sujeitos ao metabolismo microbiano. Outros, entretanto, como os
pesticidas (PCBs), apresentam estruturas moleculares e seqiiéncias quimicas que néo sao
reconhecidas pelas enzimas degradativas ja existentes entre a microbiota autdctone. Estes
compostos que resistem a biodegradacdo ou ndo sdo metabolizados completamente,
acumulando-se no ambiente, podem ser considerados recalcitrantes ou persistentes. Desta
forma os poluentes contaminam o ambiente e podem interferir no funcionamento normal da
biosfera (LINCH e HOBBIE, 1988; ATLAS e BARTHA, 1992).

No entanto, estes poluentes xenobiéticos podem ser removidos do ambiente por uma
variedade de vias bioldgicas, quimicas e fisicas. As técnicas de biorremediacao, processo
em gue os microrganismos séo utilizados para eliminacdo ou desentoxificacdo do ambiente
contaminado por xenobioticos, oferecem novas possibilidades para acelerar a degradacéo
destes poluentes, quer adicionando-se os nutrientes necessarios a populagdo microbiana
natural, quer adicionando-se culturas bacterianas mistas ou puras, que apresentem as vias
metabdlicas, que permitam a rapida metabolizacdo do contaminante (WHITE et al, 1995).

Como existem restricbes a introducdo de microrganismos no ambiente, é necessario
estabelecer o potencial de biorremediacdo inerente as espécies autdctones de um
determinado local. Por isso, faz-se necessario estudar os processos de biodegradacéo ou
biotransformacdo de compostos xenobidticos e a biodiversidade das comunidades
microbianas responsaveis por estes processos no meio ambiente ao qual ja estao
adaptadas. (MADSEN, 1991).

A presenca de contaminantes xenobiéticos nos ecossistemas naturais representa uma

forma de selecdo relativamente “recente”, influenciando na evolucdo de novas vias
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catabdlicas. Observacdes a respeito da rapidez com que estes organismos metabolizam
estes novos compostos, podem nos dar uma idéia das taxas da evolugcao microbiana Um
passo importante é entender como estes processos conferem a capacidade degradativa de
popula¢fes bacterianas em ambientes naturais (BROCK et al, 1994).

Mas, em geral, os microrganismos capazes de degradar um xenobiético especifico séo
encontrados com maior freqiiéncia nos locais contaminados previamente com o poluente.
As vias de degradacédo destes compostos por microrganismos especificos e a organizacao
genética dos genes envolvidos na degradacdo dos mesmos tém sido intensivamente
estudadas (LINCH e HOBBIE, 1988; MORGAN e WATKINSON, 1994; SMITH, 1994).

Os metais pesados, dentre os varios poluentes existentes, tém recebido atencao
especial, uma vez que alguns sdo extremamente toxicos, para uma grande variedade de
organismos, mesmo em quantidades muito baixas, da ordem de mili- ou até mesmo
microgramas. Compreendem 40 elementos com densidade superior a 5 g/cm®. Alguns,
como ferro, em pequenas quantidades, sdo elementos essenciais ao crescimento tanto de
organismos procariotas quanto de eucariotas (HUGHES e POOLE, 1989). No entanto,
outros metais, como o cadmio, ndo possuem funcgéo biolégica conhecida (GADD, 1992) e
sdo extremamente téxicos, mesmo em concentra¢cdes muito baixas.

O cadmio é o elemento de niumero 48 na tabela periddica, possui peso atdbmico 112,4,
seu jon 2" pode se associar a ligantes tanto inorganicos quanto organicos. A concentragio
de cadmio na crosta terrestre é de 0,18 ppm (partes por milh&do). O metal n&o existe puro na
natureza, mas os minerais contendo cadmio estdo associados com minérios de zinco
(BABICH e STOTTZKY, 1978). Entre as principais aplicacdes do cadmio estséo a producao
de baterias (Ni-Cd), a fabricacdo de pigmentos para materiais ceramicos, além de seu uso
como agente de estabilizacdo do PVC e em processos de galvanoplastia.

O metal se estabelece como poluidor através de varias fontes, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1: Fontes causadoras de poluicdo por cadmio (MESQUITA, 1993)

19

Meio poluido

Fonte

Ar

Mineracéo e processamento de minérios

Fabricacdo de pigmentos

Fabricacdo de baterias

Combustéo de carvao e 6leos

Incineracao de residuos

Solo

Deposicédo atmosférica

Aguas residuais de minas

Lama residual de fertilizantes

Fungicidas e pesticidas

Aguas

Deposicdo atmosférica

Aguas residuais de minas

Residuos de tratamentos de efluentes

Efluentes industriais

Lixiviacdo de "Landfills"

O cadmio é um elemento altamente téxico para seres humanos, podendo ser

absorvido através dos tratos respiratério e intestinal. A intoxicacdo aguda tem como

conseqiiencias nauseas, salivacao, vomitos, dores abdominais e diarréia. As intoxicacdes

cronicas, resultado de longos periodos de exposicao, podem levar a disfuncéo renal,

anemia, bronquite cronica, efizema pulmonar, arterioesclerose, hipertensdo e cancer Um

dos casos mais graves de contaminacao por cadmio ocorreu no Japao, onde arroz e aguas
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contaminados por efluentes de uma mina de zinco afetaram centenas de pessoas. A
contaminacao levou ao surgimento de uma doencga conhecida como ltai-Itai, caracterizada
pela degeneracdo progressiva dos 0ssos. O cadmio substitui o calcio nos ossos, de modo
gue ficam fragilizados e quebram. (HALLENBICK, 1984; BERNARD e LAUWERYR, 1984).

Um nudmero limitado de estudos tem focalizado a influéncia de metais pesados em
microrganismos em seu habitat natural, contudo o metal pode se depositar e acumular em
diversos tipos de habitats microbianos (solos, oceanos, estuarios, lagos e rios), e dessa
forma entrar na base da cadeia alimentar. Alguns estudos demonstram os efeitos do cadmio
sobre atividades enzimaticas, fosforilagao oxidativa, taxas fotossintéticas, permeabilidade e
integridade da membrana celular e sintese de proteinas (BABICH e STOTZKY, 1978)

E importante ressaltar que diversos fatores ambientais influenciam na toxicidade de
metais pesados, pode-se destacar o pH, o suprimento de nutrientes e oxigénio, presenca de
outros ions metdlicos e agentes quelantes e a concentracéo celular (HUGHES e POOLE,

1989; TREVORS et al, 1986 ).

1.3.6. Remediacdo de Metais.

Em geral, atualmente o tratamento de ambientes contaminados com metais envolve
processos fisico-quimicos de floculagcdo e/ou precipitacdo, eletrélise, cristalizacdo e
adsorcao. Contudo, estes processos sdo caros e produzem novos residuos, apenas
transportando o problema de um lado para outro. A busca por solucbes mais baratas e
definitivas levou ao desenvolvimento de tecnologias baseadas na utilizacdo de
microrganismos, como 0s agentes de remocdo dos metais pesados (VALDMAN e LEITE,
2000; GOMES et al, 1998).

Embora, virtualmente, todo material biolégico apresente habilidade para captacdo de
metais, varias pesquisas vém sendo direcionadas para o uso de sistemas microbianos, onde

tanto biomassa viva como morta sdo empregadas. Muitos microrganismos, incluindo



Lima, F. A. Comportamento Bioquimico e Ultraestrutural de Trichoderma harzianum 21

bactérias, algas e fungos, possuem a habilidade de remover metais pesados do meio
ambiente (Tabela 2). A capacidade de remocdo, assim como 0S mecanismos de
acumulacao, podem variar amplamente de acordo com a espécie microbiana, ou até mesmo
a linhagem. Células, produtos excretados, parede celular e polissacarideos tém potencial
para remover metais de solucdo. Fatores externos como pH, temperatura, auséncia ou
presenca de nutrientes e outros metais também influenciam no mecanismo atuante e,
consequentemente, na eficiéncia e seletividade de acumulacdo (NAKAJIMA e SAKAGUCHI,
1986; CRIST et al, 1988; COTORAS et al, 1992; FAISON et al, 1990; KUHN e PFISTER,
1990).

Os termos hiossorcdo e bioacumulagéo sdo processos de aplicacdo tecnoldgica do
gue vem ocorrendo na natureza por milhares de anos. Biossorcdo é definida como a
remocdo de ions metéalicos por meio de adsorcéo passiva ou complexagao por biomassa
microbiana ou material derivado desta (ECCLES, 1995). Ja o termo bioacumulacdo gera
algumas divergéncias. Para ECCLES (1995), bioacumulacao refere-se a todos os processos
responsaveis pela remocao de metais por células vivas, deste modo incluindo a biossorcao
junto com os mecanismos ativos de acumulo intracelular e bioprecipitacdo. A definicao
apresentada (GOMES et al 1988) considera que bioacumulacdo envolve exclusivamente os
mecanismos dependentes do metabolismo celular. Porém, ambos os autores concordam
gue em um primeiro instante ha o predominio da biossorcao (rapida), seguida ou ndo pelos
mecanismos de bioacumulacdo (Tabela 2). A remocdo de metais empregando
microrganismos selecionados tem se tornado bastante promissora, ja que 0s mesmos
podem apresentar alta seletividade e taxa de remocdo. Seu emprego também apresenta a
vantagem de possuirem potencial para regeneracdo da biomassa, possibilitando a
reutilizacdo em novas etapas de remocao, ap0s a recuperacao do metal captado (Tabela 2)

(ECLES, 1995, GOMES, 1988; MESQUITA, 1993).
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Tabela 2: Exemplos de aciimulo de metais por microorganismos (MESQUITA, 1993)

Tipo Microorganismo Metal Referéncias
Prata VOLESKY e HOLAN, 1995 e
Streptomyces sp. MESQUITA, 1993
Bacillus subtilis Cédmio / Manganés
/ Ouro
Cobalto /
Zooglea sp. Gobre /
Bactéria Urénio
Citrobater sp. Chyrpbo /" Cadmio /
Uranio
. Cadmio /
Bacillus sp. Cobre / Chumbo
Micrococcus luteus Cédmio
. Cadmio / TING et al, 1989 e
Chiorella vulgaris Zinco LEITE et al., 1993
Alga Chlorella homosphaera gﬁ]dCrQ'O /
Scenedesmus ;:_éldmio /
quadricauda Inco
. . Cadmio / KAPOOR e VIRARAGHAVAN,
Aspergillus niger Cobre / 1095
Ouro / Lantaneo
. Cadmio /
Aspergillus oryzae Gobre /
Zinco
Fungo — Aluminio / Chumbo
Penicillium sp. | Estanho
Penicillium %ﬁ:)nyo /
chrysogenum Uranio
Rhizopus arrizus Cromp ./ Manganés /
Mercario
Cadmio / KAPOOR e VIRARAGHAVAN
Saccharomyces '
Levedura cerevisiae Cobre / 1995

Uranio

22
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Adicionalmente, o esquema apresentado na Figura 1 mostra os principios basicos
envolvidos na utilizagcdo tecnoldgica da capacidade de remocdo de metais por biomassa

microbiana e sua posterior recuperacao.

Eftwerde com Metal Bromassa Miccbiana

40

Biomuassa Carregada com

Feci

DESCARGA DO EFLUENTE
DES CONTAMINADO

Feseneracio da Biomataa

] RecuperasEo —

Destodiva Wi - Destrutera

I METAL -—

Figura 1: Esquema basico envolvido na remocgédo e recuperacdo de metais de solucao
aguosa por microrganismos (GADD; 1988).

1.3.7. Mecanismos de Remoc¢&o de Metais

Os microrganismos exibem uma grande capacidade de captacdo e acUmulo de metais
através de processos que podem ser ou ndo dependentes do metabolismo.

A acumulacdo de metais pesados, por mecanismos independentes do metabolismo
celular, se da através de interagdes fisico-quimicas entre o metal e constituintes da parede

celular, de exopolissacarideos e outros materiais associados a face externa da membrana
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celular. A independéncia do metabolismo ocorre pelo fato de ndo ser necessario gasto
energético por parte da célula microbiana, para que haja captagcédo dos ions metalicos. A
remocado neste caso pode ocorrer tanto em células vivas quanto em células mortas (GADD,
1992).

As superficies celulares sdo estruturas anibnicas (que apresentam carga negativa)
devido a presenca de grupos ionizaveis, como: carboxilas, hidroxilas e fosfatos, que
apresentam capacidade de interagir e reter os cations (grupos com carga positiva)
metdlicos. A captacdo de metais pela superficie celular é influenciada pelo pH do meio
devido a neutralizacdo dos grupos aniénicos envolvidos. Em geral, o aumento dos valores
de pH da solucdo metalica, leva a um aumento na absor¢cédo do metal (HUGGES e POOLE,
1989 e HUNT, 1986).

Por outro lado, o transporte de ions de metais pesados através da membrana celular e
sua acumulacéo intracelular sdo dependentes do metabolismo, ou seja, ocorrem somente
em células vivas, capazes de gerar energia. A remocédo de ions metalicos por este tipo de
mecanismos é usualmente mais lento que o mecanismo de adsorcao fisico-quimica, em
contrapartida maiores quantidades de metal podem ser acumuladas (GADD, 1988 TING et
al., 1989 GADD, 1990; GADD, 1992a).

Os mecanismos de transporte envolvidos na acumulacdo de metais pesados séo
pouco conhecidos. Uma das possibilidades sera a de que os metais pesados podem ser
captados pelos sistemas de transporte de metais essenciais para o desenvolvimento
microbiano (GADD, 1988). Uma vez dentro da célula, os ions metalicos podem se localizar
em organelas, ou ligados a proteinas, deslocando os ions adequados de suas posicdes,
prejudicando as fungées metabdlicas (GADD, 1992b).

Células vivas ou mortas podem ser empregadas nos processos de captacdo de
metais. Sistemas utilizando microrganismos vivos tém sido aplicados principalmente na
descontaminacao de esgotos e aguas residuais, havendo assim, além da biodegradacéo de

residuos organicos e nitrogenados, a remocao de algumas formas sollveis de metais
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pesados que se encontram em baixos niveis de concentracdo. Processos continuos e em
batelada, utilizando células vivas de culturas puras também tém sido estudados. Bactérias
produtoras de exopolissacarideos como Zooglea ramigera e Arthrobacter viscosus
apresentaram bons resultados na captacdo de cobre e cadmio, respectivamente
(NORBERG e RYDIN, 1984 e SCOTT et al.,, 1986). CAMPBELL e MARTIN (1990)
empregaram fungos filamentosos, isolados de solos contaminados, na remoc¢do de cadmio
obtendo eficiéncia de 97%.

A biomassa pode ser utilizada em seu estado natural ou modificada por tratamentos
fisicos e/ou quimicos, de modo a aumentar a eficiéncia da absor¢do. A utilizacdo de
biossorventes, ou seja, a biomassa que apresenta apenas 0 mecanismo biossorcao
(independente do metabolismo), é geralmente utilizada devido ao baixo custo do processo
de obtencao do material biolégico, o processo néo ser regulado pelas restricdes fisiologicas,
tem rapida remocdo do meio aquoso, e a possibilidade de se imobilizar a biomassa
(HOLBEIN, 1990).

Dessa forma, como alternativa eficiente para lidar com problemas ambientais, a
biorremediacdo compreende técnicas e metodologias como uso e aplicacdo de
microrganismos, que podem oferecer solu¢des praticas em funcdo da alta especificidade,

efetiva de custos e uso em larga escala in situ e ex situ.
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ABSTRACT

Environmetal contamination caused by toxic heavy metals represents a societal health risk.
Contamination of soils with toxic metals is a frequent problem in industrialized areas.
Cadmium is a major pollutant metal that is extremely toxic to organisms. The most dangerous
characteristic of cadmium is that it accumulates throughout a lifetime. Biochemical and

physiological understanding of heavy metals accumulation/removal determinants has
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numerous additional biotechnological implications. Species of Trichoderma genus are
recognized as "keystone or controller” organisms in due to their involvement in
decomposition and nutrient cycling, their regulation of associated mycoflora and exhibit a
high tolerance to heavy metals. This experiment was carried out to identify the biochemical
and physiological behavior of Trichoderma harzianum order to characterize the tolerance and
resistance processes to cadmium related to phosphatases activities, total proteins, morphology
and ultrastructure. The fungi was grown in 1mM, 2mM and 3mM of cadmium. The
morphological/ultrastructural aspects, characterized by using optical and scanning electron
microscopy, were affected by the heavy metal presence and concentration. Same behavior
was observed in the phosphatases activities. The total protein profile was also affected by
cadmium presence. For Trichoderma harzianum the results obtained in this study revealed for

the first time the cadmium effects on the aspects analyzed.

Key Words: Trichoderma harzianum, Cadmium, Phosphatases, Morphology, Ultrastructure.

RESUMO

A contaminagdo ambiental induzida por metais pesados toxicos representa um risco a salde
humana e animal. Sendo um problema comum em é&reas industrializadas. O cAdmio é um dos
principais metais poluidores com extrema toxicidade para inumeros organismos. A
caracteristica mais perigosa do metal é seu potencial de acimulo por longos periodos. O
entendimento  de aspectos bioquimicos e fisiologicos dos determinantes na
acumulacdo/remocdo de metais pesados tem enormes implicagdes biotecnoldgicas. Espécies

do género Trichoderma séo reconhecidas como organismos chaves ou controladores devido
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a0 seu envolvimento em processos de decomposigdo e ciclagem de nutrientes, sua regulagdo
sobre a micoflora associada e que exibem toleréncia para metais pesados. Esse experimento
foi realizado para identificar os comportamentos bioquimicos e fisiologicos de Trichoderma
harzianum de maneira a caracterizar os processos de tolerancia e resisténcia ao cadmio
relacionados a atividade de fosfatases, proteinas totais, morfologia e ultraestrutura. O fungo
foi cultivado em presenca 1mM, 2mM e 3mM de cadmio. Os aspectos morfoldgicos e
ultraestruturais, caracterizados por microscopia Optica e eletrdnica de varredura, foram
afetados pela presenca e concentragdo do metal. Comportamento semelhante foi observado na
atividade das fosfatases. Adicionalmente, a presenca do metal influenciou a biossintese das
proteinas celulares totais. Para Trichoderma harzianum os resultados obtidos nesse estudo

revelam pela primeira vez os efeitos do cadmio sobre os aspectos analisados.

Palavras Chaves: Trichoderma harzianum, Cadmio, Fosfatases, Morfologia, Ultraestrutura.

INTRODUCAO

A contaminagdo ambiental por metais pesados é uma questdo séria e mundial. O
cadmio é um elemento traco ndo essencial e naturalmente de ampla distribuicdo, sendo
encontrado em inimeros tipos de ambientes, interagindo com o metabolismo de outros metais
como célcio, zinco, ferro e cobre e com proteinas ricas em grupos sulfidrila. A intoxicagéo
pelo cadmio é observada em inimeros sistemas vivos. Nos humanos sdo observadas
alteragbes renais e no trato gastrointestinal, estando associados a doengas coronarianas,

hipertensdo, enfisema e doencas pulmonares crénicas (2, 5, 6, 7, 8, 14, 15, 25, 31, 34 ,36).
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A literatura revela que os microrganismos sdo habeis em sua afinidade por metais,
podendo acumuld-los, utilizando verséteis mecanismos fisioldgicos. Microrganismos
altamente eficientes no seqiiestro de ions metalicos incluem bactérias, fungos, actinomicetos e
algas, os quais tém sido utilizados para remover metais de efluentes industriais e domésticos
em grande escala. A biossor¢do é um processo no qual se utiliza a biomassa microbiana, viva
ou inativada, na retencdo, remogao e recuperacdo de metais de diferentes tipos de ambientes,
via mecanismos passivos e/ou ativos (9, 17, 23, 35, 37, 38, 39, 40) .

A sobrevivéncia em um ambiente contaminado com metais pesados, ao longo do
tempo, induziu nos microrganismos a habilidade de crescimento, a qual pode resultar de
mecanismos intrinsecos ou induzidos (resisténcia/tolerancia). A acumulagdo/remocdo de
metais €, em principio, influenciada pelas propriedades das superficies celulares e por
diferentes tipos de atividades enziméticas. Dessa forma, estudos que culminem com o
entendimento do comportamento de microrganismos em presenca de metais s&o fundamentais
para emprego no processo de remediagdo (10, 12, 19, 22, 24, 26, 28, 30).

Considerando que o fungo Trichoderma harzianum é usado como agente de controle
bioldgico, como modelo para fendmenos celulares, e que exibe grande potencial de resisténcia
contra agentes xenobidticos, o objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento
fisiologico/estrutural, resultante do crescimento na presenca de ions cddmio. Especificamente
avaliando a morfologia, a ultraestrutura celular, o perfil de proteinas totais, bem como as
enzimas associadas ao potencial de resisténcia/tolerancia de Trichoderma harzianum ao

cadmio.
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MATERIAIS E METODOS

Microrganismo e Condicdes de Cultivo — O isolado de Trichoderma harzianum foi obtido
do Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais — Universidade
Catélica de Pernambuco. O isolado foi mantido em meio Batata Dextrose Agar (BDA) a 5°C.
O fungo foi repicado em meio Sabouraud para a producéo de esporos e incubado a 28°C por 6
dias, para a producgdo do pré-indculo. Pré-indculos correspondentes a discos de cultura, com
um centimetro de diametro, foram inoculados em meio Sabouraud liquido, contendo cloreto
de cadmio, preparado em &gua destilada e deionizada, pH 6,0, nas concentracfes de 1mM,
2mM e 3mM. Culturas foram incubadas a 28°C sob agitacdo orbital de 250 Hertz, durante
quinze dias. Amostras foram coletadas com 3, 6, 9, 12 e 15 dias de cultivo. Amostras
controle foram crescidas em meio Sabouraud liquido sem cddmio. Todos os resultados foram

expressos como média de cinco réplicas.

Atividade das Fosfatases Acida e Alcalina - Amostras com 36 miligramas de micélio (peso
umido), foram obtidas nos intervalos de 3, 6, 9, 12 e 15 dias de cultivo do fungo, na presencga
e auséncia do cadmio. Apos lavagem com agua deionizada, as amostras foram incubadas em 3
milillitros da solucéo extratora. Para a fosfatase &cida , a solucéo continha 0,02M de tampé&o
acetato de sodio (pH 4,5) e para a fosfatase alcalina 50 mM de Tris — HCL (pH 7,5), contendo
5% de glicerol. As amostras foram desintegradas em almofariz e pistilo por 5 minutos e em
seguida macerados por 2 minutos, em banho de gelo. O extrato resultante foi centrifugado a
10000 Xg, por 10 minutos, a 4°C. A atividade enzimatica dos extratos celulares foi realizada
utilizando-se o Kit Lab-Test. A unidade de atividade enzimética utilizada foi a Unidade

Internacional por Litro (U.l./L), que corresponde a quantidade de enzimas que catalisa 0
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desdobramento de 1umol de substrato/minuto/litro de amostra. Os resultados correspondem &

media de triplicatas. (JOH et al., 1996).

Efeitos do Cadmio sobre a Morfologia Celular - Amostras das células de Trichoderma
harzianum, cultivadas nas diferentes condic@es experimentais, foram coletadas com auxilio de
uma alca de platina, e depositadas diretamente na superficie de laminas de vidro, contendo
uma gota de Azul de Aman, e adicionada a laminula. As amostras foram observadas sob

Microscdpio Nikon modelo Alphaphot 2 Y52, e fotografadas com méquina Nikon FDX-35.

Andlise Ultraestrutural - Microscopia Eletrénica de Varredura — Amostras coletadas no
intervalo de 15 dias de cultivo, foram lavadas em PBS, pH 7,2, por duas vezes, durante 10
minutos. Em seguida foram fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampd&o fosfato 0,1 M, pH
7,4, durante 1 hora, a temperatura ambiente. Finda a etapa de fixagdo, todas as amostras
foram novamente lavadas com tampé&o fosfato, duas vezes, durante 10 minutos. Seguiu-se a
pos-fixacdo com tetroxido de 6smio 1%, em tampéo fosfato, durante 1 hora a temperatura
ambiente, na auséncia de luz. Em seguida as amostras foram mais uma vez lavadas com
tampédo fosfato 0,1M, sendo posteriormente submetidas ao processo de desidratagdo. A
desidratacdo das amostras foi realizada com alcool etilico, a 50%, 70%, 90% (5 minutos para
cada troca) até a proporcdo de 100% (trés vezes, 10 minutos cada troca). Apds essa etapa, as
amostras foram submetidas ao ponto critico, seguindo-se a montagem em suportes de
aluminio e posterior metalizacdo. Assim preparadas, as amostras foram analisadas e

fotografadas ao Microscopio Eletrdnico de Varredura JEOL LV 5600, operando a 20KV.
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Determinacdo de Proteinas Totais - Amostras de micélio de Trichoderma harzianum,
coletadas nos intervalos de 3, 6, 9, 12 e 15 dias de cultivo, foram coletadas e lavadas em
tampdo salina fosfato, pH 7,2, por trés vezes para retirada de residuos. Amostras de 10 mg de
micélio foram liofilizadas e submetidas ao processo de extracdo com uso do tampao
uréia/acido tricloroacético. Inicialmente, as amostras foram incubadas em 0.5 ml de acido
tricloroacético a 10%, durante cinco minutos, a temperatura ambiente, lavadas trés vezes com
acetona 90%, e deixadas a secar ao ar. Posteriormente, as amostras foram incubadas em 0,2
mL de tampéo contendo 1% de SDS, 9 M de uréia, 25 mM de Tris-HCI pH 6.8, 1 mM de
EDTA e 0.7 M de mercaptoetanol. A amostra foi mantida sob agitagdo, fervida por dois
minutos, agitada novamente e fervida por mais um minuto. As amostras foram submetidas a
quantificacdo através do uso do KIT LABTEST para Proteinas Totais, que se baseia no
principio de que os ions cobre em meio alcalino (Reagente de Biureto) reagem com as
ligagOes peptidicas das proteinas, formando cor purpura, que tem absorbancia a 545nm, sendo

proporcional & concentragdo das proteinas na amostra.

RESULTADOS

Com a utilizagdo do meétodo descrito por JOH et al (1996), para as condicdes
experimentais aplicadas neste estudo, foi possivel detectar a presenca das enzimas fosfatase
alcalina e &cida, nas amostras testadas, controle e tratadas. Os resultados estdo apresentados

nas figuras 2A e B, respectivamente.
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Figura 1. Comportamento da atividade das enzimas fosfatase no micélio de Trichoderma
harzianum cultivado na presenca e auséncia de cddmio. A. Fosfatase alcalina. B. Fosfatase
acida.
Um aumento na atividade da fosfatase alcalina da cultura-controle foi observado nos

primeiros 9 dias de cultivo, atingindo 1,99 U.I/L. Uma diminuic&o foi detectada no 12° dia,

apos o que a atividade aumenta para 1,90 U.I/L.
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Para a cultura tratada com 1mM de cadmio, uma atividade de 1,3 U.I/L foi observada
no 3° dia de crescimento, apds o que foi detectada uma diminuicéo até o 9° dia. A partir do 9°
dia um aumento foi observado até o final do periodo de cultivo, atingindo 2,3 U.I/L, sendo

20% superior aquela da cultura-controle.

Com o tratamento com 2mM de c&dmio, a atividade da enzima foi 43% menor que a
observada para o tratamento com 1mM. Até o nono dia de cultivo, ocorreu diminuicdo da
atividade. A partir do décimo segundo dia, um aumento progressivo foi observado. A

atividade final correspondeu a 2,0 U.I/L.

Amostras tratadas com 3mM de cadmio apresentam comportamento semelhante,
sendo a atividade menor que aquelas das culturas tratadas com 1mM e 2mM, correspondendo
a diminuicdes de 50% e 11%, respectivamente. Contudo a atividade foi 62% maior, nos trés
primeiros dias de cultivo, que aquela da cultura-controle. Novamente uma diminuicdo foi
detectada no 9° dia, ap6s o que a atividade aumentou até o 12° dia. No 15° dia ocorreu

diminuicdo da expressdo da enzima.

Ao final do periodo experimental, apenas a cultura tratada com 3mM de cadmio exibiu

atividade de fosfatase alcalina menor que aquela da cultura-controle.

Os resultados obtidos para a fosfatase acida revelam, para a amostra controle, uma
atividade inicial de 0,559 U.I/L, um continuo aumento na atividade da enzima fosfatase acida
foi observado nos primeiros seis dias de cultivo, atingindo 0,610 U.I/L. No nono dia ocorre
diminuicdo de 41,8% da atividade. A partir do 12° dia de crescimento um aumento é

observado até o final do experimento, onda a atividade atinge 1,5U.1/L.

Para a amostra cultivada em presenca de 1mM, foi observada uma atividade de 0,635

U.I/L no 3° dia de cultivo. Uma diminuicdo de 56% na atividade foi detectada no 6° dia de
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cultivo. Entre o nono e o 12° dias ocorreu aumento na expressdo da enzima. A partir do 15°
dia novamente houve decaimento na atividade. Em relagédo ao controle, um aumento inicial de
11% na atividade foi observado nos trés primeiros dias de cultivo. Ao final do experimento
uma diminuicdo de 67% na expressdo da enzima foi observada com o cultivo em 1mM de

cadmio.

O tratamento da cultura com 2mM e 3mM permitiu verificar comportamento
semelhante na atividade das enzimas: diminuicdo da atividade nos seis primeiros dias de
cultivo, aumento com nove dias e diminuigdo até o 15° dia para a cultura tratada com 2mM de
cddmio. Em relacéo a cultura-controle, uma reducdo de 70% foi observada na atividade da
enzima. Por outro lado, nas culturas tratadas com 3mM, a partir do nono dia de cultivo,
ocorreu progressivo aumento da atividade até o final do experimento. Contudo, em relagéo ao

controle, uma reducéo de 72% foi observada.

O tratamento com c&dmio, nas concentracbes de 1mM e 2mM, gerou atividades da
fosfatase acida, durante os trés primeiros dias de cultivo maiores que aquela observada para a

cultura-controle.

O comportamento da morfologia das hifas, controle e tratadas com cadmio, foi
avaliado através da microscopia Optica. A andlise das imagens obtidas permitiu verificar o
surgimento de variagcbes morfoldgicas nas hifas de Trichoderma harzianum submetidos ao
cultivo em meio Sabouraud-controle e contendo diferentes concentragbes de cadmio. Os

resultados obtidos estéo apresentados nas Figuras 2A-D.
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Figura 2. Microscopia Optica de amostras de Trichoderma harzianum. A. Cultura controle;
B. Cultura tratada com 1mM de c&ddmio; C. Cultura tratada com 2mM de cadmio e D. Cultura

tratada com 3mM de cadmio. 400X.

Na cultura-controle, nota-se a presenca de hifas septadas, com parede delgada,
hialinas. Notar citoplasma homogeneamente corado e denso (Figura 2A).

Por outro lado, aquelas tratadas com cadmio exibiram menor expansdo radial,
proporcional a concentragdo do metal no meio. O cultivo em presenca de cadmio também
induziu o surgimento de intensa septacdo e ramificagdo nas hifas. Quanto maior a

concentracdo de cadmio, maior a ramificagdo/septacdo das hifas.
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Paralelamente, percebe-se que o citoplasma das hifas cultivadas em presenga de
cddmio apresenta-se heterogéneo e com aspecto granular. Quanto maior a concentragdo do
metal no meio de cultivo, mais intensa é a granulagdo citoplasmaética, figuras 2B, 2C e 2D,
1mM, 2mM e 3mM de cadmio, respectivamente.

O estudo ultraestrutural permitiu verificar o surgimento de variagdes na estrutura fina
do organismo submetido ao cultivo em presenca de cddmio. O estudo do comportamento
ultraestrutural foi realizado com amostras cultivadas em meio Sabouraud, com e sem cadmio,

com 3 e 15 dias de cultivo. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 3A-F.
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Figura 3. Eletronmicrografias de Trichoderma harzianum. A. Amostra Controle 3 dias; B.
Amostra Controle 15 dias; C. Amostra cultivada em 1mM de cddmio 3 dias; D. Amostra
cultivada em 1mM de cadmio 15 dias; E. Amostra cultivada em 2mM de cadmio 3 dias; F.

Amostra cultivada em 2mM de cadmio 15 dias; G. Amostra cultivada em 3mM de cadmio 3
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dias; H. Amostra cultivada em 3mM de cddmio 15 dias. 1.700X.

Para as amostras-controle com 3 dias de cultivo verificou-se a presenca de micélio
abundante, homogéneo, com hifas alongadas, septadas, em forma de bastéo (figura 3A). Para
amostras com 15 dias de cultivo, inimeras estruturas de reproducdo foram observadas. O
micélio exibiu baixa eletrondensidade (figura 3B).

Por outro lado, amostras tratadas com 1mM de cadmio, 3 dias exibiram micélio mais
escasso, retorcido, intensa ramificagdo, aumento de eletrondensidade; hifas encurtadas foram
também visualizadas (figuras 3C-D).

Estrutura fina semelhante foi observada para as amostras tratadas com 2mM de
cadmio. Contudo, maior eletrondensidade, padrdo de ramificacdo e encurtamento das hifas
foram observados em relacdo as amostras tratadas com 1mM (figuras 3E-F).

Para as amostras cultivadas em presenca de 3 mM, figuras 3G e 3H, a intensidade das
alteracdes citadas foi maior. Adicionalmente, hifas com 15 dias cultivo apresentaram-se mais
retorcidas e espessas que aquelas tratadas com 1mM e 2mm de cadmio. Notou-se uma intensa
alteracdo no padrédo de ramificagdo das hifas.

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram que a presenca de cadmio no meio de
cultivo induz o surgimento de variagdes na estrutura fina do isolado testado. Uma visivel
diminuicéo de clamidosporos e na quantidade de hifas. Adicionalmente, a eletrondensidade da
hifa e seu padrdo de ramificagdo foram intensamente modificados quando do cultivo na
presenca do metal. Paralelamente, as alteracfes observadas foram diretamente associadas a

concentragdo do metal.

Os dados obtidos na anélise do perfil de proteinas totais das amostras-controle e

tratadas com 1mM, 2mM e 3mM de cddmio estdo apresentados na Figura 4. Verificou-se
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que o tratamento com cadmio nas diferentes concentragdes induziu o surgimento de um perfil

de proteinas totais distinto para as amostras avaliadas.

Proteinas Totais g/dL

tempo (dias)

m Controle 3 1,0mM ®2,0mM B 3,0mM

Figura 4. Contetdo de Proteinas Totais de Trichoderma harzianum cultivado na auséncia e na

presenca de cadmio.

A anélise da figura permite verificar que o tratamento com cadmio, nas diferentes
concentracdes, induziu o surgimento de um perfil de proteinas totais distinto para as amostras
avaliadas em relac&o a cultura-controle.

O contetdo total de proteinas solUveis da amostra-controle aumentou com o tempo de
cultivo, atingindo um total de 1,837 g/dL no periodo final do experimento. Em relagdo as
culturas tratadas, para todas as concentracfes de cadmio foi observada uma diminui¢do na

concentracdo de proteinas celulares.
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Tal variacdo dependeu da concentragdo utilizada. Contetdos de 0,363 g/dL, 0,191
g/dL e 0,150 g/dL foram obtidas para as concentracbes de 1mm, 2mm e 3mM,
respectivamente. Reduc¢des de 80%, 89% e 91% nos contelldos de proteinas totais foram

determinadas para 1mM, 2mM e 3mM, respectivamente, em relagdo a cultura-controle.

DISCUSSAO

A biorremediacdo de residuos industriais contendo metais pesados tem sido
demonstrada por inimeras companhias de biotecnologia empregando o processo de
bioacumulacdo. Ao mesmo tempo, a biossor¢édo, a bioprecipitacdo e a internalizagdo por
microrganismos presumem a possibilidade de uma alternativa para os métodos quimicos e
fisicos convencionais da remediacdo de metais. Vérias espécies de microrganismos, como
bactérias, algas e fungos, tém sido relatadas como eficientes acumuladores de diferentes tipos
de metais pesados. Células integras, imobilizadas, vivas ou mortas, e seus produtos atuam
como sistemas de bioacumulagdo eficientes das formas sollvel e particulada de ions
metalicos. Dessa forma, o entendimento das respostas fisiologicas e bioquimicas de
microrganismos frente & presenca de metais pesados é essencial em func¢éo de seu potencial
uso em ambientes poluidos/contaminados (8, 21).

Como se observou c&dmio é um ion metélico divalente, que exibe potente toxicidade
para muitos tipos celulares e organismo (27, 11). Em humanos, o principal efeito toxico do
metal estd associado a lesGes renais, via rearranjo do citoesqueleto de actina, perda de
barreiras epiteliais, lesdes vasculares, defeitos na espermatogénese, e sobre canais de célcio
(3,4, 20, 32).

Dentre os microrganismos, os fungos mostram vantagens por exibirem material de

parede celular com excelentes propriedades de ligacéo para metais. Contudo, 0s mecanismos
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de ligacdo de metais ndo é bem entendido devido a complexa natureza da biomassa celular.
Dessa forma, a literatura revela um grande nimero de espécies de fungos com excelente
potencial para biossor¢édo de metais (9, 17, 27, 35, 37, 38, 39, 40).

A toleréncia/resisténcia de Trichoderma harzianum frente diferentes concentracdes de
cadmio foi avaliada, neste estudo, através da atividade das enzimas fosfatases acida e alcalina,
aspectos morfolégicos/estruturais e proteinas totais.

O processo de crescimento celular resulta da modificagdo quimica e estrutural na
organizacao celular, as quais funcionam como marcadores para os diferentes estagios de
maturacdo. Os fungos sdo extremamente versateis em suas respostas as variacbes nas
condicBes ambientais. Condi¢des fisicas e quimicas do ambiente, como temperatura, pH,
aeracdo, radiacdo, fontes de nutrientes, entre outras, geram respostas metabdlicas e
fisioldgicas distintas, como forma de adaptacéo ao meio ambiente e, portanto dizem respeito a
sobrevivéncia celular (1).

Outrossim, a toxicidade do cadmio, bem como a habilidade de tolerar a presenca do
ion, foi avaliada em funcdo da atividade das fosfatases acida e alcalina, enzimas associadas a
habilidade de sobrevivéncia em presenca de agentes estressores.

Os microrganismos como decompositores sdo fundamentais para os ciclos
biogeoquimicos. Dessa forma, a atividade celular microbiana € essencial para a manutencéo
das cadeias bioldgicas. Como resultado da atividade microbioldgica, ressalta-se a excrecéo de
enzimas nos solos e sedimentos, sendo responsaveis pela decomposicdo da matéria organica e
estdo envolvidas no suprimento/ciclagem de nutrientes. A atividade enzimética nos solos é
sensivel a polui¢do por metais pesados e pode ser utilizada como ferrramenta para monitorar

modificagdes ambientais induzidas pelas atividades antropogéncias (12).
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Alguns estudos demonstram os efeitos da contaminagéo de solos com metais pesados
sobre a atividade de enzimas microbianas extracelulares. O principal efeito € a diminuigdo da
atividade de enzimas como desidrogenases, urease, fosfatase alcalina e fosfatase acida.
Contudo, tal diminuicdo esta diretamente associada a granulometria do solo. Paralelamente, a
inibicdo das atividades enziméticas de microrganismos frente & presence de metais pesados

possivelmente esta relacionada aos efeitos sobre as membranas celulares (21, 30, 46).

Os resultados demonstram que as culturas, controle e tratadas, exibem atividade
significativa para a fosfatase alcalina em relacdo a fosfatase acida. Contudo, o tratamento,
com as diferentes concentragdes de cddmio, induziu variagdes nos perfis de atividade
enzimética. O tratamento induziu o surgimento de uma maior atividade na expressdo da
fosfatase alcalina nos trés primeiros dias de cultivo, e que as culturas tratadas com 1mM e
2mM exibiram maior atividade que a cultura-controle no final do periodo experimental,
demonstrando o efeito positivo do metal na expressdo enzimatica. Os resultados apresentados
sd0 os primeiros relacionando os efeitos do cultivo em presenca de cAdmio com a atividade

das fosfatases acida e alcalina em Trichoderma harzianum.

AlteragBes morfoldgicas, bem como variagBes no padrdo de crescimento celular de
eucariotos e procariotos, sdo citadas como efeitos induzidos pelo contato com cadmio. A
intensidade das respostas esta, via de regra, associada ao tempo de contato e a concentracdo
do metal. Tais modificagbes possivelmente estdo relacionadas a alteragdes na
estrutura/permeabilidade da membrana citoplasmatica, produzindo progressiva alteracdo de

forma e perda de atividade metabdlica (6, 8, 14, 18, 20, 24, 29, 41, 42)

Considerando tais relatos, neste estudo, a toxicidade do cadmio foi também avaliada

em funcdo das alteragbes na morfologia celular de Trichoderma harzianum. Variagcdes no
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padrdo de ramificacdo, bem como na densidade e homogeneidade citoplasméatica foram
observadas nas hifas de culturas submetidas ao cultivo em presenca do metal. Novamente, a
intensidade das alteracOes esta diretamente associada & concentracdo do ion metalico.

Embora poucos sejam os estudos com fungos, dados sobre o comportamento da
morfologia celular em funcdo da presenca de metais pesados séo relatados; como exemplo, a
presenca de cobre em meio de cultura induziu alteracbes morfoldgicas em Mucor rouxii. A
ligacdo do metal via mecanismo passivo, permite a observagdo do surgimento de grupos
quimicos funcionais na superficie celular, o que conduz a uma alta habilidade de ligaco e
consequentemente a variagdes na morfologia celular, gerando micelios altamente ramificados
e encurtados.

Gharieb (2004) revela que a extensdo das coldnias e 0 peso seco micelial de isolados
de Fusarium e Alternaria sdo significativamente inibidos pela presenca de cédmio.
Adicionalmente, foi observado que o metal alterou a morfogénese, gerando micélios com
profusa ramificagdo, curtos e uma intensa formacdo de cadeias de conidos em relacdo as
culturas controle.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram padrdo semelhante de alteragcdes no
micélio de Trichoderma harzianum.

A utilizacdo da microscopia eletronica de varredura tornou possivel a analise de
aspectos da estrutura fina de fungos, o que ocasionou a geragéo de informagdes adicionais, as
quais associadas a bioquimica, & genética e a fisiologia introduziram novas perspectivas
quanto ao funcionamento da célula fungica (1).

Considerando que a acumulagdo de metais pesados se d& atraves de interacGes fisico-
quimicas entre o metal e constituintes da parede celular, a presente proposta avaliou o

comportamento da estrutura fina de Trichoderma harzianum, submetido ao crescimento em
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presenca de cadmio, através da microscopia eletrénica de varredura.

Houve diferencas associadas ao padrdo de formag&o de clamidosporos, forma da hifa,
e eletrondensidade entre amostras cultivadas na presenca e auséncia do cddmio. Estes sdo 0s
primeiros relatos associados aos efeitos do cadmio sobre a ultraestrutura de Trichoderma
harzianum cultivado em presenca de cddmio.

Para determinar a localizagdo, bem como a distribui¢do subcelular de metais pesados
adsorvidos/internalizados, e a influéncia de sua presenca na morfologia e estrutura celular
fina, ensaios sdo realizados com base na utilizacdo da microscopia éptica e eletrdnica tém sido
relatados (27).

Os dados apresentados neste trabalho revelam pela primeira vez a influéncia do
cddmio sobre a morfologia e ultraestrutura de Trichoderma harzianum, e os dados obtidos
revelam que o cadmio induziu o surgimento de variacOes, relacionadas a concentragéo
utilizada no meio de cultivo, corroborando os dados da literatura para outras espécies de
fungos.

O crescimento em presenca de metais pesados influencia o comportamento bioquimico
de microrganismos. Dessa forma, foi avaliado o comportamento do perfil de proteinas totais
de Trichoderma harzianum. Os resultados demonstraram varia¢do na sintese de proteinas em
funcéo da presenca do metal, bem como na concentracédo utilizada.

Hasan (2007) demonstrou que zinco e magnésio na concentracdo de 0,5 mM/l e 0,1
mM de cddmio induziram aumento no conteddo de proteinas em Fusarium oxysporum. O
autor atribui tal fato a estimulagéo de enzimas como nitrato redutase, malato desidrogenase e
fosfatase &cida. Por outro lado, na concentracdo de 1mM, os metais induziram redugdo nos
contetdos de aminoacidos e proteinas nos micélios. Tal resultado se deve ao efeito toxico do

metal sobre as reacGes responséveis pela biossintese de proteinas.
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Tsekova et al. (2000) determinaram os efeitos toxicos do cadmio em Aspergillus niger
sobre a duplicacdo do ADN, bem como sobre a sintese de proteinas. Ao mesmo tempo, 0s
autores demonstraram os efeitos do cadmio sobre o aumento da producdo de lipideos e
polissacarideos pelo fungo.

Os resultados apresentados sédo fundamentais para a geracdo de conhecimentos acerca
das respostas celulares frente a presenca de caddmio, sendo importantes para estudos dos

mecanismos envolvidos na remediagdo biol6gica de metais pesados.
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Resumo

Metais pesados ameagam 0 meio ambiente e 0s sistemas vivos porque sdo extremamente
toxicos em concentragdes, traco e, diferentemente dos agentes poluidores orgénicos, ndo sao
biodegradaveis. Os microrganismos normalmente estdo sujeitos a estresse em seu ambiente,
como variag0es na temperatura, no pH, na disponibildiade de nutrientes, e pela presenca de
metais pesados, que afetam seu estado metabolico. Um dos mecanismos propostos para a
tolerancia a metais € o seqlestro dos ions com longos polimeros de polifosfato inorganico. O
presente estudo diz respeito ao metabolismo do polifosfato em Trichoderma harzianum,
agente de biocontrole e com inata resisténcia contra a maioria dos produtos quimicos
utilizados na agricultura, incluindo metais, cultivado em presenca de diferentes concentragdes
de cddmio. Os resultados relativos a produgdo de biomassa revelaram diminuicéo diretamente
associada a concentracdo do metal no meio de cultivo. Culturas-controle foram capazes de
acumular polifosfato nas condig@es utilizadas. Por outro lado, o estresse induzido pelo cddmio

revelou a diminuicdo no contetido do polifosfato relacionado a concentracéo utilizada durante
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o crescimento do microrganismo.. A eficiéncia de remocéo de cadmio foi avaliada, reveleo o
potencial do organismo frente a altas concentragdes do metal. Os dados indicam o potencial
de acumulacdo de polifosfato pelo fungo, bem como sua degradacdo relacionada a

sobrevivéncia na presenca de ions cadmio e sua habilidade no processo de remediacéo.

Palavras chave: Polifosfato; Trichoderma harzianum; Cadmio.

Abstract

Heavy metals endanger the environment e biological systems because they are extremely
toxic at trace concentrations e unlike organic pollutants, they are not biodegradable..
Microoganisms are normally subjected to stress in their environment, such as temperature e
pH changes, nutrient starvation e the presence of toxic heavy metals, which affect their
physiological state. One of the proposed mechanisms for metal tolerance is the sequestration
of metal cations with long polymers of inorganic polyphosphate. This study is concerned
with polyphosphate metabolism in Trichoderma harzianum, biocontrol agent, e which exhibit
an innate resistance against chemical agents used in agriculture, including heavy metals
grown in different cadmium concentrations. Results related to biomass production revealed
reduction associated to heavy metal concentrations in culture medium. Control cultures were
able to accumulate polyphosphate in the conditions used. On the other he, the Cadmium stress
induced the expenditure of polyphosphate related to metal concentrations during cellular
growth. The cadmium removal was determined e revealed the potential of the organism
related to high metal concentrations. The results pointed out the accumulation potential of
polyphosphate by the fungus, as well as its degradation related to survival in cadmium ions

presence e its ability in the remediation process.

Key Words: Polyphosphate; Trichoderma harzianum; Cadmium.
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1. Introdugdo

O estudo das interagdes entre metais pesados e microrganismos tem sido focado nos
mecanismos de transformacgdo e conversdo de ions metalicos pela redugdo em diferentes
ambientes poluidos, na selecdo e no uso de organismos resistentes como indicadores da
toxicidade para outras formas de vida, bem como na anélise de mecanismos, determinantes e
transferéncia de resisténcia. Dessa forma, ensaios relacionados ao comportamento bioquimico
e fisiologico sdo ferramentas fundamentais para a elucidacéo de tais fendmenos (Kapoor e
Viraraghavan 1995; Gardea-Torresdey et al., 1997; Levyal et al., 1997).

As respostas fisiologicas dos microrganismos como viabilidade, metabolismo, estagios
de crescimento e morte sdo induzidas por inimeros processos de ordem natural e/ou
antropogénica. Dessa forma, como resultado das pressdes ambientais, 0s microrganismos
desenvolveram, rapidamente, mecanismos de adaptacdo/resisténcia para lidar com as
adversidades. Assim, estudos associados a avaliagdo das respostas celulares sdo fundamentais
para acessar a heterogenenidade populacional, a qualidade ambiental, a ecologia microbiana
com vistas ao entendimento da polui¢do por xenobidticos e para a relevancia do potencial no
processo de detoxificagdo/remediagdo (Gadd, 1993; Hall, 2002; Rosen, 2002; Nies, 1999).

O cadmio € reconhecido pela sua toxicidade através da cadeia alimentar, sendo um dos
componentes toxicos dos residuos industriais e municipais. O metal ndo tem funcéo bioldgica
essencial e exibe efeitos mutagénicos, carcinogénicos, fitotoxicos, ecotoxicos, sendo
extremamente toxico, em fungdo de sua concentragdo, para todos oS sistemas vivos,
especialmente, para os mamiferos, incluindo o ser humano. Os efeitos tdxicos do metal se
devem a sua habilidade de inativar enzimas contendo grupos sulfidrila e podem inibir a
fosforilagdo oxidativa. Adicionalmente, pode competir com outros metais como zinco e

selénio pela inclusdo nas metalo-enzimas e compete com o célcio por sitios de ligagdo em
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proteinas reguladoras como a calmodulina. Essas propriedades, juntamente com seu uso nas
baterias, fazem do cadmio um dos mais comuns poluentes ambientais (Beyersmann 1994;
Roane e Pepper, 2000; Bhattacharyya et al., 2000; 2001; Kumar e Prasad, 2004; Deckert,
2005; Jarup, 2002; Waisberg et al., 2003).

Os mecanismos de resisténcia de microrganismos frente a presenca de metais podem
ser classificados de duas formas: metal dependente e metal-independente (Gomes et al., 1998;
Kratochvil e Volesky, 1998; Gadd, 2000; Gravilesca. 2004; Vijver et al., 2004). Um dos
mecanismos € o seqliestro dos ions metalicos via polifosfato (Kornberg et a 1999).
Paralelamente, propde-se a existéncia de dois mecanismos para a resisténcia associada ao
polifosfato: reducdo da concentracdo intracelular do metal pela ligagao e/ou pela hidrélise do
polimero, que detoxifica 0 metal (Aiking et al., 1984; Torres et al., 1998; Keasling et al.,
1999; Kornberg et al., 1999).

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento de Trichoderma harzianum,
cultivado na presenca de diferentes concentracbes de cddmio, em relacdo ao crescimento,
perfil de polifosfato e a habilidade de remocéo do ion metélico, considerando a aparente
relagdo entre polifosfato e o aumento de resisténcia/tolerancia contra metais pesados, que
indicaria uma aplicagdo de organismos acumuladores de polifosfatos para a biorremediagéo

de &reas contaminadas com metais pesados.

2. Métodos
2.1. Microrganismo e Condi¢des de Cultivo

O isolado de Trichoderma harzianum foi obtido do Banco de Culturas do Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais — Universidade Catolica de Pernambuco. O isolado foi
mantido em Batata Dextrose Agar (BDA) a 5° C. O fungo foi repicado em meio Sabouraud

dextrose agar para a producdo de esporos e incubado a 28°C por 6 dias, gereo um pré-inoculo.



Lima, F. A. Comportamento Bioquimico e Ultraestrutural de Trichoderma harzianum 71

2.2. Crescimento em Diferentes Meios de Cultivo

Pré-indculos correspondentes a discos de cultura, com um centimetro de diametro,
foram inoculados em placas de Petri, contendo os meios Extrato de Malte, Batata Dextrose
Agar, Sabouraud Dextrose Agar e Yeast Malt Agar, contendo cloreto de cAdmio, preparado
em agua destilada e deionizada, pH 6,0, calibrada com o uso de hidroxido de s6dio 1N e de
acido acético a 10%, nas concentracfes de 1mM, 2mM e 3mM. As culturas foram incubadas a
28°C, durante 7 dias. Amostras-controle foram crescidas nos meios citados sem o metal. O
crescimento foi avaliado através do crescimento radial, medido pelo didmetro dos halos, em
milimetros, a cada vinte e quatro horas de incubagdo. Os resultados sdo expressos como

media aritmética de triplicatas.

2.3. Curva de Crescimento

Frascos de Erlenmeyer de 300 mL de capacidade, contendo 150 mL de meio
Sabouraud liquido foram inoculadas e incubadas a 28°C sob agitacdo orbital de 250 Hertz,
durante quinze dias. Amostras foram coletadas com 3, 6, 9, 12 e 15 dias de cultivo e
submetidas a liofilizacdo para determinacdo da producdo de biomassa por peso seco.
Amostras-controle foram crescidas nos meios citados sem cadmio. Todos os resultados foram

expressos como média de cinco réplicas.

2.4. Consumo de Glicose

A glicose foi dosada através do método enzimatico-colorimétrico (Lab-Test), que se
fundamenta na oxidacdo enzimatica da glicose, presente nas amostras, pela enzima glicose
oxidase. Apds a reagdo é formado um cromodgeno vermelho-cereja cuja intensidade de cor é
proporcional a concentracao de glicose, que pode ser determinada por leitura da absorbancia a
510 nm. Foi elaborada uma curva padréo utilizeo solucéo de glicose (0,5 — 5,0 g/mL) (Henry

et al., 1974). Amostras correspondentes aos sobrenadantes de culturas cultivadas em meio



Lima, F. A. Comportamento Bioquimico e Ultraestrutural de Trichoderma harzianum 72

Sabouraud, controle e tratadas. As leituras foram efetuadas em espectrofotometro digital

(Spectronic Mod. Genesys 2).

2.5. Extragdo e Dosagem de Polifosfato Total

O polifosfato intracelular total foi extraido e dosado segundo o método descrito por
Mcgrath e Quinn (2000). Amostras de 7mg de micélio (peso seco), obtidas no meio de
incubacéo, durante os intervalos de cultivo do fungo, nas amostras controle e tratadas foram
coletadas e lavadas duas vezes em solucdo de NaCl 1,5M contendo EDTA 0,01M e NaF
1mM. Em seguida, foram colocadas na solucdo de lavagem e sonicadas, em gelo, por 12
periodos de 2 minutos com intervalos de 1 minutos em 16 KHz. O extrato resultante foi
centrifugado a 12000xg por 10 minutos a 4°C para remover os fragmentos celulares. Para
determinar o contetdo do polifosfato celular total, 100pl de HCI concentrado foi adicionado
a 0,5 ml do extrato celular e aquecido a 100° C por 45 minutos. O fosfato liberado foi dosado
utilizeo-se 0 método colorimétrico (Fiske-Subbarow, 1925), que se baseia na reacdo do
fosforo inorganico com o molibdato de aménio em meio &cido, resulteo em um complexo
fosfomolibdato de cor azul, quantificado espectrofotometricamente a 600 nm, e cuja
intensidade é diretamente proporcional & concentracdo do fésforo. Uma curva padrdo foi
elaborada, utilizeo-se uma solucédo de fosforo (0,5 — 5,0 mg/dL). As leituras foram efetuadas
em espectrofotdmetro digital, Spectronic, modelo Genesys 2. A concentra¢éo do polifosfato
foi expressa em miligramas de fosforo por decilitro e dadas como média de triplicatas. Uma
amostra ndo hidrolisada foi utilizada como um controle para determinar o nivel de fosfato

livre da célula. O polifosfato total é expresso em miligramas por grama de biomassa.
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2.6. Cinética de remocdo do cadmio

Para avaliar a cinética de remocédo de cAdmio pelo micélio de Trichoderma harzianum,
amostras de sobrenadantes de culturas coletadas nos intervalos de 3 e 15 dias foram
utilizadas. A concentragdo do metal foi determinada por espectroscopia de plasma, com
ldmpada especifica para o cadmio. Uma curva padrdo foi elaborada. Experimentos foram
conduzidos em triplicata e as médias foram usadas nos dados. A eficiéncia de remogéo do
metal - g (mg do ion metalico/grama de biomassa) foi calculada useo-se a seguinte equacao:

q=(Co-Cs)/m

Onde Cy e C¢ corresponderam as concentracfes inicial e final do metal (mg/L),

respectivamente, e m é a biomassa em peso seco (g).

3. Resultados e Discussao

3.1. Efeitos do cadmio no crescimento de Trichoderma harzianum

A aplicacdo de biomateriais para a remocéo de metais tem atraido a atengdo de varios
pesquisadores. Microrganismos, normalmente, estdo sujeitos a situagdes de estresse em seu
ambiente, como temperatura, pH, nutrientes, mudancas e presenca de agentes xenobiéticos,
que afetam seu estado fisiologico. Bactérias, fungos e algas, bem como produtos derivados
desses organismos, tém potencial para remover inimeras substancias quimicas (Davis et al.,
2003; Malik, 2004; Kadukova e Vircikova, 2005).

A remogdo de metais pesados, ou sua estabilizagdo, sdo os primeiros passos para a
detoxificacdo de ambientes contaminados. Assim, a remediacdo de ambientes contaminados
com metais pesados é um problema complexo e vem atraindo a atencdo de iniumeros
pesquisadores e industrias. Métodos fisico-quimicos convencionais para remover metais

pesados de inimeros ambientes incluem reducdo quimica, tratamento eletro-quimico, troca



Lima, F. A. Comportamento Bioquimico e Ultraestrutural de Trichoderma harzianum 74

iOnica, precipitacdo e recuperagcdo por evaporagdo. Contudo, tais processos exibem
significativas desvantagens, como incompleta remocdo, altas necessidades de energia e
reagentes, além de geragdo de outros produtos toxicos e sdo geralmente muito onerosos (Sag,

Kutsal, 1995; Atlas e Unterman, 1999; Liu et al. 2001).

A indlstria é responsavel pela producdo de diferentes substancias poluentes
encontradas na natureza. Dentre os principais poluentes, os metais pesados e seus derivados
exercem papel preponderante, os quais sdo diretamente prejudiciais & salde humana e cujas
substancias organicas comprometem a manutencdo dos processos vitais. As principais fontes
de poluicdo sdo as minas e as industrias de carvdo, gas natural, papel, téxtil e petrolifera

(Volesky et al., 1993).

Entre os processos utilizados pelos microrganismos para a detoxificacdo de metais
podem ser citados: precipitacdo como fosfatos, carbonatos e sulfetos, volatilizagéo por grupos
metila, exclusdo fisica por componentes eletronegativos nas membranas e susbtancia
poliméricas extracelulares, sistemas de efluxo dependentes de energia e sequiestro intracelular
por proteinas ricas em cisteina de baixo peso molecular (Hughes e Poole, 1989; Gadd, 1990;
Silver e Misra, 1988). De modo geral, enquanto a resisténcia inclui uma variedade de
estratégias para lidar com as concentragdes toxicas dos metais no ambiente (Roane et al.,
1996), tais estratégias existem para evitar a entrada do metal na célula ou para ativamente

bombear o metal para fora da célula (Roane e Pepper, 1997, 2000).

A diversidade genética e metabdlica dos fungos tem sido explorada hd muitos anos
viseo a obtencéo de produtos industriais e biotecnolégicos em resposta a condicdes fisicas e
quimicas de seu ambiente (Lloyd, 2002; Fu e Viraraghavan, 2002). Adicionalmente, 0s

fungos tém sido utilizados para o tratamento de residuos e rejeitos industriais e urbanos. O
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potencial de uso reside em seu arsenal molecular, produzido em resposta ao ambiente (Kapoor

e Viraraghavan, 1995; Villen, 2003).

Os resultados obtidos na andlise do crescimento de Trichoderma harzianum em
diferentes meios de cultivo, com vistas a selecdo de um meio padrdo para 0s experimentos
bioquimicos e estruturais, estdo apresentados nas figuras 1A-D. Dessa forma, as Figuras 1A-
D apresentam os resultados obtidos para o cultivo de Trichoderma , cultivado em meios Yeast

Mold Agar, Extrato de Malte, Sabouraud e Batata Dextrose Agar, na auséncia e na presenga

de cadmio, nas concentragdes de ImM, 2mM e 3mM.
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Figura 1. Curvas de Crescimento do isolado de Trichoderma harzianum. A. Culturas
Controle; B. Culturas cultivadas em presenca de 1mM de cddmio; C. Culturas cultivadas em

presenca de 2mM de cadmio; D. Culturas cultivadas em presenca de 3mM de cddmio.

Uma andlise dos graficos permite inferir que o cultivo na auséncia do metal, em
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diferentes meios, resulta em perfil diferenciado de crescimento, avaliado pela expanséo radial
do didmetro das col6nias. Contudo, comparando-se os diferentes meios, crescimento maior foi
notado para o cultivo em meio Sabouraud.

O presente trabalho avaliou o percentual de crescimento relativo do organismo para
cada condig8o teste em relagdo ao controle. Os resultados apresentados revelam a influéncia
do caddmio sobre o crescimento radial das col6nias de Trichoderma harzianum. O cultivo em
diferentes meios resultou em variagdes da expansdo radial em meio sdlido. A comparacgdo das
culturas cultivadas em diferentes meios revela o efeito inibidor do metal, o qual esta
diretamente relacionado & concentragéo utilizada.

A figura 2 apresenta os resultados do consumo de glicose e crescimento de

Trichoderma harzianum, em meio Sabouraud liquido, na presenca e auséncia de cadmio.
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Figura 2. Perfil do consumo de glicose e Curvas de Crescimento do isolado de Trichoderma
harzianum em meio Sabouraud liquido na presenca e auséncia de cadmio.

Os parametros usados para 0 acompanhamento do crescimento foram a determinagéo

do consumo de glicose e a producdo de biomassa durante 15 dias de cultivo.

Em relacdo a glicose verificou-se o consumo de 98%, nos primeiros trés dias de
cultivo, para a cultura-controle. Para a cultura tratada com 1mM de cadmio ocorreu maior
consumo da fonte de carbono nos trés primeiros de cultivo, aproximadamente 99%. O
tratamento com 2mM do metal um consumo de 97,35% foi observado, determineo assim uma
reducéo do consumo em relagéo ao controle e a cultura tratada.

Comportamento semelhante foi observado para o tratamento com 3mM do metal, um
consumo de 97, 17% foi detectado. A partir do sexto dia de cultivo ocorre consumo

progressivo com exaustdo da fonte no 12° dia para todas as culturas.

A presenga do metal induz uma significativa reducdo do crescimento, determinado
pela biomassa celular, em relagdo a cultura-controle. Observou-se que, com 3 dias houve
crescimento de biomassa nas amostras controle e tratadas. Entretanto, o tratamento induziu
diminuicdo na producdo de biomassa, que correspondeu a 46,31%, 32,62% e 29,99% da

producdo da cultura-controle, para as concentragfes de 1mM, 2mM e 3mM, respectivamente.

O cultivo em meio liquido permitiu acompanhar a producéo de biomassa das culturas-
controle e tratadas com cadmio nas concentragcdes de 1mM, 2mM e 3mM. Verificou-se uma
diminuicdo do rendimento da biomassa proporcional “a concentracdo do metal utilizada. Ao
final do periodo experimental para a cultura tratada com 1mM de cadmio, a biomassa obtida
correspondeu a 64,89% da cultura-controle. Para os tratamentos com 2mM e 3mM, as
biomassas corresponderam, respectivamente, a 63% e 36,83% da massa micelial obtida para a

cultura-controle.
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Os efeitos toxicos do cadmio sobre microrganismos estdo bem documentados e
derivam de inimeros mecanismos. Por exemplo, a ligagdo do cddmio aos grupos sulfidrila
acarreta a disfuncdo de proteinas. Paralelamente, a ligacdo do cddmio a nucleotideos induz a
quebra da molécula de ADN. Tais efeitos, sem duavida, resultam em uma fase lag prolongada
no crescimento celular, diminuicdo da densidade celular ou morte (Babich e Stotzky. 1977,
Cunningham e Lundie. 1993.; Jungmann et al., 1993; Hughes e Poole. 1989; Aiking et al.,
1984; Nies, 1992; Rachlin, et al., 1982. Trevors et al., 1986. )

Uma comparagédo entre as concentragdes utilizadas neste estudo, consideradas altas
para microrganismos, e os dados relatados por Kim et al (2007), testando as habilidades de
crescimento de Bacillus frente a presenca de diferentes metais, permite verificar que apenas
um isolado foi capaz de crescer em 400mg/L de chumbo, cobre e zinco. Por outro lado, os
autores revelaram que concentragbes entre 200mg/L e 400mg/L de cadmio inibiram
completamente o crescimento da bactéria. Paralelamente, os autores demonstraram a relagéo
entre a diminuicdo do contelido total de proteinas e a presenca dos metais no meio de cultivo.

Alguns relatos apontam a relagdo entre componentes do meio, como fontes carbono,
nitrogénio e fosfato e o processo de utilizagdo e crescimento em presenga de metais pesados.
De modo geral, os microrganismos avaliados exibiram reducdo da biomassa que os cultivados
em presenca de ions metdlicos, mesmo em baixas concentra¢des, ocorrendo inibicdo do
crescimento e inducdo de acumulagéo do metal (Sing e Yu, 1998; Donmez e Aksu, 2001).

Embora poucos sejam os estudos com fungos, dados sobre o comportamento da
morfologia celular em funcdo da presenga de metais pesados sdo relatados. Por exemplo, a
presenca de cobre em meio de cultura induziu alteracbes morfoldgicas em Mucor rouxii. A
ligacdo do metal via mecanismo passivo, permite a observagdo do surgimento de grupos

quimicos funcionais na superficie celular, o que conduz a uma alta habilidade de ligaco e
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consequentemente a variacbes na morfologia celular, gereo micélios altamente ramificados e
encurtados (Gardea-Torresdey et al., 1997).

Wang et al (1997) revelaram a habilidade de crescimento em concentracdes de cadmio
superiores a 5 mM em uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa, isolada de 4guas marinhas
profundas. O organismo foi capaz de remover acima de 99% de cadmio do meio de cultivo,
durante a fase exponencial de crescimento.

Por outro lado, alguns dados revelam que metais como o cddmio sdo geralmente
toxicos para microrganismos, mesmo em concentra¢cbes muito baixas, e que resultam na
reducdo da producdo de biomassa para diferentes microrganismos (Failla e Niehaus
1986a,1996b; Dedyukhina e Eroshin 1991).

Lopez e Vazquez (2003) demonstraram que a presenca de cadmio inibiu o crescimento
celular de Trichoderma atroviride em 50% para concentragdes menores que 1mM.

Adicionalmente, diferentes variacdes de crescimento foram observadas na presenca de
cddmio em culturas de Rhodotorula sp. VariagBes na duracdo das fases de crescimento
celular, bem como na producéo de biomassa foram visualizadas em diferentes concentragdes
do ion metélico, geralmente menores que ImM (LI e Yuan, 2006; Li et al., 2007).

Contudo, neste estudo, foi possivel verificar que o isolado de Trichoderma harzianum
avaliado exibiu elevado potencial de toler&ncia/resisténcia frente a presenca de cadmio em
concentragdes del-3mM.

Embora tenha ocorrido consumo da fonte de carbono, a glicose, de forma
relativamente semelhante entre as culturas controle e tratadas, tal resultado é positivo, pois as
culturas tratadas mantém seu crescimento mesmo ap0s a exaustdo da fonte na presenca do

metal, o que representa a tolerancia do isolado frente a presenca de cddmio.
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3.2. Comportamento do polifosfato celular de Trichoderma harzianum em presenca de
cadmio
O comportamento fisiolégico de Trichoderma harzianum, cultivado na auséncia e

presenca de cadmio, nos intervalos de 3, 6, 9, 12 e 15 dias, nas concentra¢es de 1mM, 2mM

e 3mM, em relacdo ao contetdo de polifosfato est4 apresentado na figura 3.
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Figura 3. Perfil do polifosfato celular de Trichoderma harzianum, cultivado na auséncia e na
presenca de cadmio.

Para a amostra-controle, auséncia do metal, ocorreu um aumento progressivo no
contelido de polifosfato celular. Valores correspondentes a 1,4 mg/g biomassa, 1,65 mg/g
biomassa, 1,86 mg/g biomassa, 1,987 mg/g biomassa e 2,28 mg/g biomassa foram obtidos ao
longo do periodo experimental.

Durante os 15 dias de cultivo um aumento de aproximadamente 81% no conteildo de

polifosfato foi obtido, implicando na habilidade de sintese e acimulo de polifosfato pelo



Lima, F. A. Comportamento Bioquimico e Ultraestrutural de Trichoderma harzianum 81

micélio de Trichoderma harzianum.

Por outro lado, para as culturas tratadas com 1mM, 2mM e 3mM de cddmio, reducdes
de 13%, 25% e 45%, respectivamente, no conteido de polifosfato, foram observadas nos 3
primeiros dias de cultivo em relagdo a cultura-controle, embora tenha ocorrido aumento na

producdo de biomassa.

Ao final do periodo experimental o contedo de polifosfato total celular exibiu

reducdo de aproximadamente 99% para todas as culturas cultivadas na presenca do metal.

A literatura revela que microrganismos com habilidade de acumular polifosfato podem
ser utilizados na biorremediagdo de efluentes contaminados com metais pesados, haja vista,
vérios estudos demonstrarem a associagdo de granulos de polifosfato com céations e metais
pesados. Em adicdo, a aparente relacdo entre polifosfato e o aumento de resisténcia ou
tolerancia de alguns microrganismos a metais pesados reforca o seu potencial biotecnoldgico
na remogdo destes elementos (Van-Loosdrecht et al., 1997; Mino et al., 1998; Torres et al.,
1998; Keasling et al., 1999; Kulaev, 2000).

Os resultados obtidos revelaram que amostras cultivadas em meio contendo o ion
metélico exibiram menores contelldos do polimero durante os 3 primeiros dias de cultivo,
indicando uma diminuicéo significativa no contedo de polifosfato em presenca de cddmio.

Alguns estudos apontam a acgdo do polifosfato na precipitacdo de metais, sendo o
polimero um potencial candidato para processos de remocéo de agentes poluidores em funcéo
de sua capacidade de quelagdo para metais divalentes (Keasling e Hupf, 1996; Keasling et al.,
1999; Remonsellez et al., 2006).

Tem sido proposto que as células utilizam polifosfato para detoxificar metais apenas
quando os ions sdo internalizados. Contudo, evidéncias mais recentes sugerem que 0

polifosfato é degradado durante o crescimento em presenca de metais (Keasling et al., 1999;
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Remonsellez et al., 2006).

A habilidade de sintese e degradacdo do polifosfato, determinada em procariotos, €
importante para o surgimento do fendmeno de tolerancia a metais pesados, em contraste com
os dados que sugerem que apenas altos contetdos intracelulares do polifosfato determinam o
fendmeno (Keasling e Hupf, 1996).

Alvarez e Jerez (2004) apoiam o modelo de detoxificagcdo de metais pesados, no qual
os ions metalicos estimulam a hidrolise do polifosfato, e que os complexos metais-
polifosfatos sdo transportados para fora da célula como, possivelmente, um mecanismo
funcional da tolerancia/resisténcia microbiana a presenca desses poluentes.

A diminuicdo do contetdo de polifosfato nas células cultivadas em presenca de
caddmio indica o aumento da necessidade de energia pela célula, o que determinaria o possivel
papel do polimero como reserva, sendo pois degradado ao longo do crescimento celular.

O isolado de Trichoderma harzianum, usado neste estudo, foi capaz de acumular
polifosfato ao longo do crescimento. Na presenca de diferentes concentracdes de cadmio
ocorreu degradagédo significativa de polifosfato, podendo indicar o uso do mesmo na
remediacdo de aguas contaminadas com metais pesados em plantas de tratamento de efluentes

no processo de remogdo de fosfato e de metais pesados.

3.3. Remocéo de cadmio por Trichoderma harzianum

Os ensaios foram realizados de forma a avaliar a variacdo da concentragdo do metal ao
longo do crescimento celular, através da determinacéo das concentragdes residuais de cadmio

no meio de cultura. Os resultados estdo apresentados na figura 4.
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Figura 4. Remog&o de ions cAdmio do meio de cultura por Trichoderma harzianum.

Verifica-se que ocorreu uma diminuicdo de cddmio do meio de cultura ao longo do
tempo. Além do que, a remocgdo foi dependente da concentragdo inicial utilizada. Os
percentuais de remocao aos trés dias de cultivo corresponderam a 71,43%, 43,87% e 44,20%
para ImM, 2mM e 3mM de cadmio, respectivamente.

Ao final do periodo experimental, quinze dias, percentuais de remocéo de 87,13%,
50,57% e 45,69% foram obtidos para as culturas tratadas com 1mM, 2mM e 3mM,
respectivamente.

Os dados sugerem que o0 processo de remocdo ocorre em uma maior velocidade
durante o inicio do crescimento celular, seguido de uma diminui¢do do processo ao longo de
quinze dias de cultivo.

Dados da literatura sobre a remogdo de cddmio do meio de cultivo indicam que o

processo, para a maioria dos organismos testados, exibe dois estagios: um inicial, no qual a
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sor¢do é caracterizada por ser rapida e ocorre em curto intervalo de tempo, seguido por um
segundo estagio, com uma velocidade menor, e que contribui pouco para a sorcao total do
metal (Donmez e Aksu, 2001; Malik, 2004).

Kappor e Viraraghavan (1995) também relataram que a maior taxa de remocédo de
metais ocorre nos estagios iniciais de crescimento.

Os dados obtidos neste estudo corroboram aqueles da literatura em relacdo ao

comportamento de remog&o em Trichoderma harzianum.

3.4. Eficiéncia de remogao do cddmio por Trichoderma harzianum

A figura 5 apresenta a relacdo entre a concentracdo de metal sorvida por unidade de

biomassa. A eficiéncia de remogdo foi realizada de acordo com a equagéo g = (Co - C¢)/m.

700+
600+
500+
400

300

g (Cd mg/g biomassa)

200+

100+

0 3 15
tempo (dias)

E1lmMO2mM @ 3mM

Figura 5. Eficiéncia de remocéo de ions cadmio pelo micélio de Trichoderma harzianum.
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Os dados demonstram que a eficiéncia de remogdo do metal do meio de cultura
aumenta com o incremento da concentragdo inicial do ion metalico, resultando em 101,12
mg/g/biomassa, 176,37mg/g/biomassa e 289,95mg/g/biomassa para as concentragdes de
1mM, 2mM e 3mM, respectivamente.

Nota-se pois, uma relacéo entre os estagios do crescimento celular, resultante de uma
menor producdo de biomassa ao longo do tempo de cultivo, e a remo¢do do cadmio. Ao final
do periodo experimental ocorreu diminuicdo da eficiéncia de remocdo do cédmio pela
biomassa total, ocorrendo uma remocdo méxima de 289,95mg/g/biomassa para a
concentragdo de 3mM.

A remocéo de ions metalicos por fungos pode oferecer um método alternativo para
remediacdo bioldgica. Fungos sdo aplicados em uma série de processos industriais, que pode
servir como uma fonte econdmica e constante de biomassa. Adicionalmente, tais organismos
podem crescer facilmente através de técnicas fermentativas de baixo custo (Kapoor e
Viraraghavan, 1995). Dessa forma, estudos de biossor¢do em fungos podem representar um
meio econdmico para o tratamento de areas contaminadas com metais pesados.

Inimeras espécies de fungos exibem potencial de remocdo de cadmio. Aspergillus
terreus, Aspergillus flavus, Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporum,
Gliocladium roseum, Penicillium spp., Mucor rouxii, Helminthosporium sp, Talaromyces
helicus, Trichoderma koningii, Trichoderma harzianum, e Saccharomyces cerevisiae,
isolados de uma area industrial poluida, foram eficientes na remo¢do do metal em solucéo
aquosa. Dessa forma, tais dados revelam a habilidade de remocdo do ion metélico pela
biomassa celular através de mecanismos que ndo dependem do metabolismo ativo (Kapoor e

Viraraghavan, 1999; Massaccesi et al., 2002; Goksungur et al., 2005; Acosta et al., 2007).
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Os valores obtidos para a eficiéncia de remocdo do cadmio variam de acordo com as
concentragbes do metal utilizadas nos experimentos. Por exemplo, Malik (2004) relatou a
capacidade de isolados de Gliocladium roseum removerem caddmio com uma eficiéncia de
184mg/g de biomassa produzida. Por outro lado, Kapoor e Viraraghavan (1995) divulgaram
valores entre 0.4 mg/g e 71mg/g.

Os resultados obtidos neste estudo, comparados com a literatura, revelaram uma
capacidade promissora de remogdo de cadmio pelo micélio de Trichoderma harzianum
durante crescimento em presenca do metal, considerando as altas concentragGes utilizadas.

Adicionalmente, os ensaios realizados também revelam a habilidade de remocao do
cddmio em meio de cultivo, o que significa que o processo depende do metabolismo ativo e
crescimento celular como resultado da tolerancia do organismo a presenca do metal.

Embora tenha sido detectada a diminui¢cdo na producdo de biomassa, indicando o
efeito do metal sobre o crescimento celular, o cadmio total removido pelas células aumentou,
estando relacionado a concentragdo do metal usada.

Dessa forma, o estudo apresentado revela, pela primeira vez, que o isolado de
Trichoderma harzianum utilizado pode crescer em altas concentracfes de cadmio, e
conseqiientemente, o microrganismo pode ser potencialmente aplicado na biorremediagéo de

sistemas contaminados com o metal.

4. Conclusdes

Neste estudo, um isolado de Trichoderma harzianum, cultivado em presenca de
cadmio, exibiu habilidade de crescimento em altas concentracGes de cadmio, sendo, contudo
o perfil de crescimento relacionado a concentracdo do ion metélico. Paralelamente, foi

demonstrado que o organismo, nas culturas controle, exibe potencial para acumulacéo de
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polifosfato, e que tal comportamento pode ser aplicado para fins de remogéo de metais em
efluentes. Por outro lado, o perfil do polifosfato foi alterado como resultado da presenca das
diferentes concentragbes de cddmio, demonstrando-se que o polimero é degradado. A
habilidade de acumular e hidrolisar o polimero pode ser muito importante, ndo apenas para a
sobrevivéncia celular em ambiente contaminado, mas também na sua aplicagcdo nos processos
de biorremediacdo. Adicionalmente, os resultados obtidos para a eficiéncia de remocdo do
metal do meio de cultivo, ao longo do crescimento celular, apontam para o potencial do

isolado para estudos de remediagéo de metais.
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. Abstract (Resumo) in Portuguese (up to 250 words)*
Key words (palavras-chave) in Portuguese*
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. Materials and Methods

Results

. Discussion

k. Acknowledgements (optional)

|. References
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For short communications, the PDF file should contain:
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. Abstract (up to 50 words)

Three to five key-words
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. Abstract (Resumo) in Portuguese* (up to 50 words)
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. Acknowledgements (optional)
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h. Acknowledgements (optional)
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* BJM will provide the translation into Portuguese for
non-Portuguese speakers.

All manuscripts should be typed double-spaced with 3 cm
margins and pages should be numbered sequentially. The Editors
recommend that a manuscript should be critically read by
someone fluent in English before submission.

Manuscripts written in poor English will not be accepted.

Research papers and mini-reviews consist of 20 printed pages,
including references, tables and figures.

Short Communications should be restricted to 10 printed pages.
Figures and tables should be restricted to a maximum of two
figures or two tables, or one table and one figure.

Abbreviations of terms and symbols should follow the
recommendations of IUPAC-IUB Commission and the Metric
System is to be used throughout.

As a rule, the references in the text should be cited by their
numbers. The lines in each page should be numbered too
Exceptionally, when authors are mentioned in the text, the
mention should be done according to the following examples:

Bergdoll (number) reported that..., Bailey and Cox (number)
observed that..., or Smith et a/. (number) mentioned that... Do
not use capital letters.

ORGANIZATION

The Title should be a brief as possible, contain no abbreviations
and be truly indicative of the subject of the paper.

Expressions like "Effects of", "Influence of", "Study on", etc,
should be avoided. Care should be exercised in preparing the title
since it is used in literature retrieval systems.

The Abstract should summarize the basic content of the paper.
The abstract should be meaningful without reference to the text.
An abstract should not contain references, tables or unusual
abbreviations. Abstracts are reprinted by abstracting journals and
therefore will be read by persons who do not have access to the
entire paper.

Resumo is the abstract written in Portuguese. Its preparation
should follow the same recommendations for the Abstract in
English. BIJM will provide the Resumo for non-Portuguese
speakers.

The Introduction should provide the reader with sufficient
information so that the results reported in the paper can be
properly evaluated without referring to the literature. However,
the introduction should not be an extensive review of the
literature. The introduction should also give the rationale for and
objectives of the study that is being reported.
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The Materials and Methods section should provide enough
information for other investigators to repeat the work.

Repetition of details of procedures which have already been
published elsewhere should be avoided. If a published method is
modified, such modification(s) must be described in the paper.
Sources of reagents, culture media and equipment (company,
city, state, country) should be mentioned in the text. Names that
are registered trade marks should be so indicated. Subheading
often makes this section easier to read and understand.

The Results section should, by means of text, tables and/or
figures, give the results of the experiments. If a Discussion
section is to be included, avoid extensive interpretation of results
but do so in the Discussion section. If Results and Discussion are
combined, then results should be discussed where, in the text, is
the more appropriate. Tables and figures should be numbered
using Arabic numerals. All tables and figures must be mentioned
in the text.

The approximate location of tables and figures in the text should
be indicated.

The Discussion section should discuss the results in relation to
the literature cited.

The References should be numbered consecutively and in
alphabetical order, by last name of the first author. All authors
must be cited. References should be cited in the text by their
numbers, with a space between the number of the references (3,
7, 22). Journal names should be abbreviated according to the
style of BIOSIS. All references given in the list should be cited in
the text and all references mentioned in the text should be
included in the list.

Examples:
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Gontijo Filho, P.P. (2006). Outbreaks associated to bloodstream
infections with Staphylococcus aureus and coagulase-negative
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Franco, B.D.G.M.; Landgraf, M.; Destro, M.T.; Gelli, D.S. (2003).

Foodborne diseases in Southern South America. In: Miliotis, M.D.,
Bier, J.W.(eds). International Handbook of Foodborne Pathogens.

Marcel Dekker, New York, USA, p.733-743.

c. Book
Montville, T.].; Matthews, K.R. (2005). Food Microbiology — an
introduction. ASM Press, Washington, D.C.

d. Patent
Hussong, R.V.; Marth, E.H.; Vakaleris, D.G. January 1964.
Manufacture of cottage cheese. U.S. Pat. 3, 117, 870.

e. Thesis and Dissertations
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of a Bacillus thuringiensis Cry11 Ba toxin-binding aminopeptidase
from the mosquito Anopheles quadrimaculatus. BMC
Biochemistry. http://www.biomedcentral.com/1471-2091/7/16

h. Webpage
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References citing "personal communication" or "unpublished
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passing away on August 15th of Dr. Vincent Dodd, European Ediwor.
‘The Publisher and the Editors will take every step to assure the
continuity of processing of papers. The Journal hopes to appoint a
replacement Editor soon. Authors are advised that delays with
European manuscripts may be possible. In the interim we appreciate
your understanding.

Submission language: English (Link to the Oxford English Dictionary
&5+ i t / ) Cre )
English language help service: Upon request Elsevier will direct -
authors to an agent who can check and improve the English of their
paper (before submission). Please contact
i t ] for further information.

Types of contributions: Original research papers, review articles,
case studies, short communications, book reviews.

Corresponding author: Clearly indicate who is responsible for
correspondence at all stages of refereeing and publication, including
post-publication. Ensure that telephone and fax numbers (with
country and area code) are provided in addition to the e-mail
address and the complete postal address. Full postal addresses
must be given for all co-authors. Please consult a recent journal
paper for style if possible.

Original material: Submission of an article implies that the work
described has not been published previously (except in the form of
an abstract or as part of a published lecture or academic thesis),
that it is not under consideration for publication elsewhere, that its
publication is approved by all authors and that, if accepted, it will
not be published elsewhere in the same form, in English or in any
other language, without the written consent of the Publisher.

Editor's requirements: No special requirements for this journal.

Detailed instructions on manuscript preparation and artwork
instructions can be found below. The editor reserves the
right to return manuscripts that do not conform to the
instructions for manuscript preparation and artwork
instruction, as well as paper that do not fit the scope of the
journal, prior to refereeing.

Manuscript Preparation:

General:

Editors reserve the right to adjust style to certain standards of
uniformity. Original manuscripts are discarded one month after
publication unless the Publisher is asked to return original material
after use. An electronic copy of the manuscript on disk should
accompany the final accepted version. Please use Word, Word
Perfect or LaTeX files for the text of your manuscript. (For further
information about LaTeX submission, please go to =+

Structure:

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors,
Affiliations, Abstract, Keywords, Main text, Acknowledgements,
Appendix, References, Vitae, Figure Captions and then Tables. For
submission in hardcopy, do not import figures into the text - see
Illustrations. The corresponding author should be identified with an
asterisk and footnote. All other footnotes (except for table
footnotes) should be avoided. Collate acknowledgements ina
separate section at the end of the article and do not include them on
the title page, as a footnote to the title or otherwise.
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~
~ Text Layout:

Use double spacin and wide (3 cm) margins on white paper. (Avoid
fusdi ;us?if:catlog i.e., do not use a constant right-hand margin.)
nsure

at each new paragraph is clearly indicated. Present tables
and figure tegends on separate pages at the end of the manuscript.
If possible, consult a recent issue of the journal to become familiar
with tayvout and conventions. Number all pages consecutively, use
12 or 10 pt font size and standard fonts.

Corresponding aathor:

Clearly indicate who is responsible for correspondence at all stages
of referesing and publication, including post-publication. Ensure
that telephone and fax numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address. Full postal addresses must be given for

all co-authors. Please consult a recent journal paper for style if
possibie.

Abstract:

Fach paper should be provided with an Abstract of about 100-150
words, reporting concisely on the purpose and results of the paper.

Keywords:

Immediately after the abstract, provide a maximum of ten keywords
Tavoid, for example, ‘and’', "of ). Be sparing with abbreviations: _onily
abbreviations firmly esrablished in the field may be eligible.

Symbolis:

Abbreviations for units should follow the suggestions of the British
Standards pubilication BS 1991t. The full stop should not be included
in abbreviations, e.g. m {(not m.), ppm (not p.p.m.)}, %" and "/’
should be used in preference to 'per cent’ and 'per’. Where
abbreviations are likely 3¢ chuse ambiguity or not be readily

understood by an intermationa! reaxtesship, units should be put in
fudl.

LIrnits

Foillow internationally accepted rules and conventions: use the
international system of units (SI). If, in certain instances, it is
necessary o quote other units, these should be added in
parentheses. Temperatures snould be given in degrees Celsius. The
unit "billion’ is ambiguous and Must not be used.

AMaths .

Authors should make clear any symbeols (e.g. Greek characters,
vactors, etc.) which may be confused with ordinary letters or
characters. Duplicated use of symbuols should be avoided where this
may be misieading. Symbois should be defined as they arise in the
text and separate Nomenclature should also be supplted.

References:

All publications cited in the text should be presented in a list of
references following the text of the manuscript.

Text: Al citations in the rext should refer to:

1. Single author: the author's name {(without initiais, uniess there is
ambiguity ) and the vear of publication;

2. Two authors: both authors’ names and the yvear of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.’
and the year of pubtication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of
references shouid be listed first atphabetically, then chronologically.
Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Al!an and
Jones, 1995) Kramer et al. (2000) have recent!y sHhowr

tist: References should be arranged first aiphabetically and then
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further sorted chronologically if necessary. More than one refergnce
_from the same author(s) in the same year must be identified by the
letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of
writing a scientific article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed.
Macmillan, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic
version of your article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.),
Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp.
281-304.

Colour Costs and Queries:
For colour illustrations, a colour printing fee is charged to the author
per colour page. Further information concerning colour illustrations
and costs is available from Author Support at

t sup , and at =+

FREE ONLINE COLOUR
If, together with your accepted article, you submit usable colour and
black/white figures then Elsevier will ensure, at no additional
charge, that these figures will appear in colour on the web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in colour in the printed version. ' Usable'
means the formats comply with our instructions. See the
information about Illustrations at 5+
| ¢ 1 l. For colour
illustrations in the print journal see Colour Costs above.

Tables:

Tables should be numbered consecutively and given suitable
captions and each table should begin on a new page. No vertical
rules should be used. Tables should not duplicate results presented
elsewhere in the manuscript (for example, in graphs). Footnotes to
tables should be typed below the table and should be referred to by
superscript lowercase letters. %

Electronic Annexes

We strongly encourage you to submit electronic annexes, such as
short videos, computer-enhanced images, audio clips and large
databases. Please refer to the Artwork Instructions (Multimedia
files) at &+ e e/a for
details on file types to be used. If you are submitting on hardcopy,
please supply 3 disks/CD ROMs containing the electronic annex to
the editor for review. In the text of your article you may wish to
refer to the annex. This is not mandatory, however, if you do wish
to refer to the annex in the text then please do so using this
example: "?see Electronic Annex 1 in the online version of this
article.” Production will insert the relevant URL at the typesetting
stage after this statement.

Notification:

Authors will be notified of the acceptance of their paper by the
aditor. The Publisher will also send a notification of receipt of the
paper in production.

Copyright:

All authors must sign the Transfer of Copyright agreement before
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/. the article can be published. This transfer agreement enables

Elsevier to protect the copyrighted material for the authors, but®

* does not relinquish the authors' proprietary rights. The copyright
transfer covers the exclusive rights to reproduce and distribute the
article, including reprints, photographic reproductions, microfilm or
any other reproductions of similar nature and translations. Authors
are responsibie for obtaining from the copyright holder permission
to reproduce any figures for which copyright exists.
For more information please go to our copyright page

PDF Proofs:

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the
corresponding author, to be checked for typesetting/editing. The
corrections should be returned within 48 hours. No changes in, or
additions to, the accepted (and subsequently edited) manuscript will
be allowed at this stage. Proofreading is solely the author's
responsibility. Any queries should be answered in full. Please correct
factual errors only, or errors introduced by typesetting.

For more information on proofreading please go to our proofreading
page - . Please note that once
your paper has been proofed we publish the identical paper online
as in print.
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for more
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