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RESUMO

Rhodotorula mucilaginosa UCP 1003 foi cultivada em meio de cultura Yeast
Mold Broth (YMB) na auséncia e presenga de pireno nas concentracdes de
0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL. Diferengas foram observadas na
viabilidade celular, velocidade especifica de crescimento e tempo de geragéo,
de acordo com as concentragbes testadas e os intervalos de tempo de
crescimento. Paralelamente, o comportamento do microrganismo foi avaliado
quanto a atividade da expressdo das enzimas Lacase (Lac) e Manganés
Peroxidase (MnP). Os resultados obtidos revelaram diferengas relativas a
expressao das mesmas nas diferentes concentragbes de pireno testadas, com
valores maximos de 1,83 Ul / L e 0,76 Ul / L, respectivamente. Através do
estudo por cromatografia (HPLC) foi possivel verificar que ndo houve detecgao
de pireno residual relacionadas as concentra¢des de 0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL.
Por outro lado, foram verificados valores remanescentes de pireno na
concentracdo de 1 mg/mL. A avaliagdo dos possiveis efeitos sobre a
ultraestrutura do organismo com a utilizagdo de técnicas de rotina e
citoquimicas também foram realizadas. Os resultados revelaram diferencas
quanto a forma, tamanho e eletrondensidade das células, bem como dos
produtos de marcacédo e presengca de organelas. Os resultados obtidos
demonstram, pela primeira vez, os efeitos do pireno sobre a ultraestrutura
deste fungo. Os dados sugerem que Rhodotorula mucilaginosa exibe potencial

de uso em biorremediagéo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPSs).

Palavras-Chave: Rhodotorula, Enzimas, Ultraestrutura.

X



ABSTRACT

Rhodotorula mucilaginosa UCP 1003 was grown in culture medium Yeast Mold
Broth (YMB) in the absence and presence of pyrene in concentrations of 0.25
mg / mL, 0.5 mg/ mL and 1 mg / mL. Differences were observed in cell viability,
specific growth rate and generation time, according to the tested concentrations
and time intervals of growth. In parallel, the behavior of microorganism activity
was assessed for the expression of enzymes Laccase (Lac) and manganese
peroxidase (MnP). The results revealed differences in the expression of the
same at different pyrene concentrations tested, with maximum values of 1.83 IU
/L and 0.76 IU / L, respectively. By studying chromatography (HPLC) was able
to verify that there was no detection of residual pyrene related to concentrations
of 0.25 mg / mL and 0.5 mg / mL. Moreover, the remaining values were
observed for pyrene at a concentration of 1 mg / mL. The evaluation of possible
effects on the ultrastructure of the organism with the use of routine and
cytochemical were also performed. The results revealed differences in shape,
size and electron density of the cells, as well as product labeling and presence
of organelles. The results demonstrate for the first time, the effects of pyrene on
the ultrastructure of this fungus. The data suggest that R. mucilaginosa exhibits

potential for use in bioremediation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs).

Keywords: Rhodotorula, Enzymes, Ultrastructure.
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1. INTRODUGAO

A contaminacado dos ecossistemas terrestres e aquaticos, por compostos
organicos toxicos, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), tornou-
se um dos maiores problemas enfrentados pelo mundo industrializado. Esses
poluentes colocam em risco a saude humana e apresentam a capacidade de se
acumular nas diferentes cadeias tréficas (ALEXANDER, 2002; JOHNSEN et al.,
2005; DALE et al., 2009).

Neste sentido, processos fisicos e quimicos no tratamento de xenobioticos
sdo empregados, porém demonstram ser processos dispendiosos e podem resultar
em novos problemas ambientais. Assim, a utilizacdo de microrganismos na
remediacdo de areas contaminadas, tém-se revelado uma alternativa eficiente e
econdmica (FU & VIRARAGHAVAN, 2001; JAQUES et al., 2007).

Entre os microrganismos, os fungos filamentosos, e principalmente as
leveduras, apresentam mecanismos que permitem degradar hidrocarbonetos e
remover metais pesados, através dos seus mecanismos enzimaticos. A degradacgao
de substancias recalcitrantes como o fenol, por exemplo, por linhagens de
Rhodotorula creatinivora e a remogao de metal pesado cadmio por Rhodotorula sp.
Y11 tém sido descritos (KRALLISH et al., 2006; LI & YUAN, 2006).

Os fungos filamentosos nao ligninoliticos utilizam o sistema enzimético
citocromo P-450 monoxigenase na degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs), enquanto que os fungos ligninoliticos apresentam enzimas do
complexo ligninolitico, lacases, manganés peroxidase (MnP) e lignina peroxidase
(LiP). Assim, os Basidiomicetos, fungos ligninoliticos, exibem a habilidade em
transformar varios HAPs carcinogénicos e mutagénicos em metabdlitos oxidados,
hidroxilados e, posteriormente conjugados, com menor toxicidade (CERNIGLIA,
1997; BAMFORTH & SINGLETON, 2005).

Dessa forma, devido ao fato desses organismos apresentarem potencial
biotecnoldgico na producao de enzimas degradativas e os poucos relatos a respeito
de sua capacidade de resisténcia / tolerancia a hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs), esta pesquisa foi realizada com o intuito de ampliar os

conhecimentos do potencial biotecnolégico de Rhodotforula mucilaginosa,
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microrganismo isolado de efluente petroquimico, no processo de produgdo de
enzimas com potencial de degradagao de pireno, bem como avaliar os efeitos deste
xenobidtico sobre o crescimento e a estrutura celular, através dos seguintes
objetivos:

e Investigar o efeito de diferentes concentragdes de pireno na cinética de

crescimento de Rhodotorula mucilaginosa;

e Avaliar o efeito de diferentes concentragbes de pireno na produgao das

enzimas degradativas, lacase e manganés peroxidase (MnP);

¢ I|dentificar e quantificar os produtos obtidos da degradacédo do pireno pelo

catabolismo de Rhodotorula mucilaginosa;

e Investigar o comportamento ultraestrutural de Rhodotorula mucilaginosa

durante o crescimento em meio contendo diferentes concentracdes de pireno.

16
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Petréleo: Histérico e Origem

O petroleo, formado por processos biogeoquimicos, € uma mistura complexa
de compostos organicos, hidrocarbonetos. Explorado comercialmente desde meados
do século 19, o petréleo foi usado, por muitas décadas, para a iluminagédo e, em
menor escala, como lubrificante. A invengcdo do motor de combustao interna e sua
adocéo rapida em todas as formas de transporte ampliaram o emprego desse
recurso natural, aumentando a demanda, e com isso a producado, o transporte, a
estocagem e a distribuigdo tanto do o6leo cru quanto de seus derivados. Ele se
origina do betume das rochas-mae, que determina as diferengas na sua composicao
basica, ou seja, sua composi¢ao varia em funcdo da localizagdo geogréfica e das
condigbes fisico-quimicas e biologicas que o originaram (BALBA et al., 1998;
PRINCE, 2002; LIANG et al., 2008).

2.1.2. A Quimica do Petréleo: Tipos e Composigcao

O Petréleo € considerado termodinamicamente metaestavel sob condigcio
geoldgica, pois apresenta em sua composicao hidrocarbonetos que podem variar de
uma simples molécula, como metano, a moléculas com alto peso molecular. Todas
essas moléculas sdo compostas de carbono e hidrogénio, mas a maioria dos 6leos
contém uma pequena porcentagem de enxofre organico e tragcos de nitrogénio
organico; podendo ser encontrado sob as formas gasosa, liquida ou soélida. Os
diferentes componentes do petréleo s&o usualmente agrupados em fragdes,
dependendo de suas propriedades fisico-quimicas. As principais fracbes sdo as
parafinas, os cicloalcanos, os compostos aromaticos e uma fragdo asfaltica ou polar
(TISSOT et al., 1978; BOSSERT & COMPEAU, 1995; BAMFORTH & SINGLETON,
2005).

A fragdo considerada saturada compreende os n-alcanos, os alcanos
ramificados e os cicloalcanos. A fragdo aromatica, correspondente aos compostos
aromaticos, € formada por um ou mais anéis benzénicos, agrupados de forma linear,

angular ou em grupos. O Petroleo é formado de hidrocarbonetos, compostos de
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carbono e hidrogénio, apresentando varios arranjos e tamanhos diversos (LEAHY &
COLWELL, 1990; REYNOLDS & SKIPPER, 2005; ARJA et al., 2009).

As moléculas menores, com um a quatro atomos de carbono, formam os
gases; moléculas maiores, de quatro a cerca de dez atomos de carbono, constituem
a gasolina; moléculas ainda maiores, de até cinqlienta atomos de carbono,
constituem os combustiveis leves e 6leos lubrificantes; e as moléculas grandes, de
varias centenas de atomos de carbono, compdem os combustiveis pesados, ceras e
asfaltos. Por outro lado, junto aos hidrocarbonetos gasosos existem apreciaveis
quantidades de nitrogénio, diéxido de carbono e acido sulfidrico, além de pequena
porcédo de hélio. Nos hidrocarbonetos liquidos em geral se encontram tragos de
oxigénio, enxofre, nitrogénio, combinados com suas moléculas. Os atomos de
carbono unem-se as moléculas de hidrocarbonetos de duas maneiras diferentes:
para formar compostos em forma de anel, hidrocarboneto ciclico, ou de cadeia,
hidrocarboneto aciclico ou alifatico. Além disso, cada atomo de carbono pode ser
completado de maneira total ou apenas parcial por atomos de hidrogénio e assim
formar, respectivamente, moléculas saturadas ou n&o saturadas (LEAHY &
COLWELL, 1990; SUGIURA et al., 1997; LIANG et al., 2007).

O petréleo apresenta uma grande variedade de complexas estruturas
moleculares. Independentemente das variacbes fisicas ou quimicas, podem
apresentar de 82% a 87% de carbono e 12% a 15% de hidrogénio. Os asfaltos mais
viscosos geralmente variam de 80% a 85% de carbono e de 8% a 15% de
hidrogénio. O 6leo cru pode ser agrupado em trés séries quimicas basicas: parafina,
nafténica e aromatica. A maioria dos 6leos crus compde-se de misturas dessas trés
séries em proporc¢des variaveis. As séries parafinicas de hidrocarbonetos, também
chamadas de série metano (CH4), compreendem os hidrocarbonetos mais comuns
entre os 6leos crus. E uma série saturada de cadeias abertas com a férmula geral
ChHan+2. As parafinas, liquidas a temperatura normal, entram em ebuli¢do entre 40°C
e 200°C, sao os constituintes principais da gasolina. Os residuos obtidos pelo refino
de parafinas de baixa densidade sdo ceras parafinicas plasticas e sélidas. A série
nafténica que tem férmula geral C,Hz, € uma série ciclica saturada. Constitui uma
parte importante de todos os produtos liquidos de refinaria, mas forma, também, a

maioria dos residuos complexos das faixas de pontos de ebulicdo mais elevados.
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Por essa razio, a série é geralmente de maior densidade. O residuo do processo de
refino € um asfalto, e os petréleos nos quais essa série predomina sdo chamados
Oleos de base asfaltica. A série aromatica, de formula geral C,Hons € uma série
ciclica ndo-saturada. Seu membro mais comum é o benzeno (CgHg) esta presente
em todos os 6leos crus, mas como uma série os aromaticos geralmente constituem
somente uma pequena porcentagem da maioria dos 6leos (LEAHY & COLWELL,
1990; SUGIURA et al., 1997; HAFNER et al., 2005; BICEGO et al., 2006; BRITO et
al., 2006; LIANG et al., 2007).

2.1.3. O Petréleo no Meio Ambiente

A poluicdo por petroleo e seus derivados, em ambientes terrestres e
aquaticos, tém sido considerada um dos principais problemas ambientais das ultimas
décadas. Diversas técnicas fisicas e quimicas foram desenvolvidas para a retirada
do petréleo derramado no mar ou para a reducdo dos seus efeitos sobre os
ecossistemas. A descoberta de que certos microrganismos que vivem em
sedimentos marinhos, inclusive em areia de praias, podem degradar os
componentes do petroleo, abriu a possibilidade de usar métodos bioldgicos para o
tratamento dos derrames (TALLEY, 2002; BARRA et al., 2005; YOUNGWOO SEO et
al., 2009).

A capacidade de certos microrganismos de utilizar hidrocarbonetos como
fonte Unica de carbono foi apresentada pela primeira vez por Claude E. ZoBell em
1946. Na época, porém, os derrames de petroleo ainda ndo eram vistos como um
problema ambiental sério. Apenas 21 anos depois, em 1967, o acidente com o
petroleiro Torrey Canyon, na Inglaterra, e o desenvolvimento da exploracdo de
petréleo no Artico, serviram de alerta para o risco de outros acidentes. Diversos
estudos foram iniciados, desde entao, para verificar o destino e as conseqiiéncias do
derrame de petroleo nos ecossistemas (TALLEY, 2002; PRINCE, 2002; KRAUSS et
al., 2005; GROSJEAN et al., 2009).

A partir dai, as pesquisas procuravam respostas para diversas perguntas
sobre 0s componentes biodegradaveis do petrbéleo; os fatores ambientais que

influenciariam a degradacéo dessas substancias e a distribuicdo das populacdes de
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microrganismos capazes de degradar o petréleo e seus derivados. Apos o acidente
com o petroleiro Exxon Valdez, em que o 6leo derramado no mar atingiu 15% da
costa do golfo do Alasca, e a guerra do Golfo que formou 330 lagos de 6leo no
Kuwait, os processos de degradacdo bioldégica chamados, em conjunto, de
biorremediacdo receberam maior atengdo. Tais processos surgiram a partir de
estudos de decomposicdo e detoxificacdo de pesticidas em solos e, mais tarde,
foram propostos como promissores para a recuperagdo de areas costeiras atingidas
por derrames de petréleo (BALBA et al., 1998; TALLEY, 2002; PRINCE, 2002;
KRAUSS et al., 2005; ARODI et al., 2009).

Apbds a entrada no meio ambiente, o petréleo sofre alteragcbes de suas
caracteristicas originais, devido a fatores fisicos como evaporagdo, dissolucao,
dispersdo, oxidagdo fotoquimica e, principalmente os biolégicos, como a
biodegradacdo. As transformacgbes fisicas e biologicas sdo reguladas pelas
caracteristicas especificas do derramamento e do ambiente atingido. Assim, o grau
de impacto ambiental e persisténcia do petréleo no ambiente dependem de fatores
como habitat atingido, tipo e quantidade do 6leo derramado, espécies de organismos
atingidos, época do ano (podem afetar o ciclo de vida das espécies), condi¢cdes
hidrograficas e meteoroldgicas (pode afetar a dispersdo do petréleo), clima,
freqliéncia e duragcdo da exposicdo ao petréleo (PRINCE, 2002; KRAUSS et al.,
2005; MEIRE, 2006).

De acordo com a Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA —
Environment Protection Agency), 16 hidrocarbonetos aromaticos sdo considerados
importantes no monitoramento ambiental de poluentes orgéanicos prioritarios (EPA
1986): Acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(ghi)perileno, benzo(k)fluoranteno, criseno,
dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno, fluoranteno, fluoreno, indeno(1,2,3-cd)pireno,
naftaleno e pireno (Figura 1). Esses compostos apresentam de 2 a 6 anéis
aromaticos conjugados com peso molecular (PM) variando entre 128 e 278 g / mol.
Suas caracteristicas fisico-quimicas, como solubilidade (S) e presséo de vapor (PV),
séo fatores importantes que direcionam a distribuicdo desses contaminantes entre as
fases soluvel e particulada em meio atmosférico, aquoso e bioético. A solubilidade em

agua dos HPAs varia entre os altamente insoluveis (e.g. benzo[g,h,i]perileno: 0,003
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mg / L) a pouco soluveis em agua (e.g. aftaleno, 31 mg / L), enquanto a pressio de
vapor fransita entre compostos altamente volateis (naftaleno) e compostos
relativamente pouco volateis (dibenzo[a,h]antraceno) (NETTO, 2000; PRINCE, 2002;
KRAUSS et al., 2005; XUE & WARSHAWSKY, 2005; MEIRE, 2006) .

Dessa forma, o petrdleo e seus derivados tém dado origem a sérios
problemas ambientais devido a sua alta toxicidade, persisténcia, hidrofobicidade e
capacidade de bioacumulacdo. Por essas razbes, sdo considerados pelo Ato
Americano - Resource Conservation and Recovery, como residuos perigosos a
saude humana e ao meio ambiente (KEITH & TELLIARD, 1979; XUE &
WARSHAWSKY, 2005).

2.1.4. Os Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs)

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sdo compostos organicos
constituidos unicamente de atomos de carbono e hidrogénio, contendo um ou mais
anéis benzénicos, arranjados de forma linear, angular ou em grupos (Figura 1).
Devido a fusdo desses anéis e das varias posicbes em que estes podem se ligar é
possivel a formagdo de mais de cem hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
reconhecidos pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
(POTIN et al., 2004; BASANTA et al., 2009).
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Figura 1. Estrutura de alguns hidrocarbonetos aromaticos causadores de poluigdo ambiental. Fonte:
Cerniglia, 1997.

Esses compostos sdo produzidos naturalmente ou podem resultar da acdo
antropogénica, como a queima de combustiveis fésseis (gasolina, querosene, 6leo
diesel), como também na fabricacdo de corantes, fibras sintéticas, preservantes de
madeira, produgéo de carvao vegetal, extragcdo e gaseificagdo do carvédo mineral e
extracdo, transporte, refino, transformacéo e utilizagdo de petréleo e seus derivados
(BOSSERT & COMPEAU, 1995; BANFORTH & SINGLETON, 2005; MAGDIEL et al.,
2009).

Em geral as emissdes de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos no meio
ambiente podem ocorrer através de trés possiveis fontes: pirolitica, petrogénica e
diagénica. Os HPAs de origem pirolitica, resultam da combustdo incompleta de
matéria organica sob condi¢cdes de elevada temperatura, baixa pressao e curto
tempo de formacdo. Acredita-se que esses HPAs sdo formados pela “quebra” ou
‘rompimento” da prépria matéria organica em moléculas menores durante a pirélise,

e consecutivamente rearranjados em HPAs nado alquilados. Os HPAs de origem
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petrogénica sdo formados por processos diagénicos, que neste caso, remetem a
condicbes de baixa temperatura, sobre escalas geologicas de tempo. Essas
condigbes influenciam a composi¢céo primaria de moléculas alquiladas, onde HPAs
sdo derivados principalmente de material vegetal fossil. Processos diagénicos
(qualquer mudancga quimica, fisica ou biolégica sofrida por um sedimento apos sua
deposicao inicial, sob condi¢des relativas de baixa temperatura e pressdo) também
podem formar HPAs através de precursores biogénicos, como por exemplo, a
formacgéo de terpenos, derivados de material vegetal e que potencialmente geram
hidrocarbonetos polinucleados como perilenos, retenos e crisenos, assim como em
alguns compostos derivados de fenantreno. Porém a principal via de HPAs utilizada
no meio ambiente estd nas atividades humanas presentes em grandes centros
urbanos e complexos industriais. Uma quarta fonte potencial de HPAs, descrita na
literatura, esta na sintese biogénica desses compostos. (NEFF, 1979; MEYER &
ISHIWATARI, 1993; SILIMAN et al., 1998; WILKE & AMELUNG, 2000; PEREIRA et
al., 2002, TORRES et al., 2002, GARBAN et al., 2002; KUNLANEE et al., 2009).

Muitas dessas moléculas estédo incluidas na lista de poluentes organicos
prioritarios, Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental Protection Agency -
EPA), dos Estados Unidos, como residuos perigosos a saude humana e ao meio
ambiente, por serem considerados carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos,
além de possuirem efeitos aos seres vivos, apresentando a capacidade de se
acumular nas diferentes cadeias troficas. No Brasil, somente o Estado de Sdo Paulo
possui legislacado que trata da contaminac¢ao do solo e das aguas subterraneas pelos
HAPs. Dessa forma, os HAPs vém sendo estudados em funcdo de sua importancia
industrial, ambiental e toxicolégica (KEITH & TELLIARD, 1979; HOLLIGER et al.,
1997; CETESB, 2005).

2.2. Aspectos Toxicolégicos dos HAPs

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sao lipossoluveis ha membrana
celular, e prontamente assimilados pelo organismo dos seres humanos via inalacéo,
exposi¢ao oral e dérmica, com posterior acumulo no tecido adiposo. O metabolismo

dos HAPs produz compostos epdxidos com elevadas propriedades carcinogénicas e
23



| |
Efeito do pireno no crescimento, na morfologia e na producédo de enzimas em Rhodotorula sp MARINHO,
P.H.C.

mutagénicas, tendo sido relatados inumeros casos de cancer devido a presenca
dessas substancias (CHAKRADEO et al.,, 1993; NETTO et al., 2000; DOUBEN,
2003; SILKE et al., 2009).

A relacdo entre altas incidéncias de céncer e a exposicdo humana aos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, resultou em pesquisas sobre a fonte, a
ocorréncia, a acumulacdo, o metabolismo e a remoc¢ido desses poluentes dos
ecossistemas terrestres e aquaticos (CERNIGLIA, 1997; HAFNER et al., 2005).

No ser humano, uma vez absorvido pelas células, os HAPs séao
metabolicamente ativados e, desta maneira, tornam-se reativos aos grupos
nucleofilicos presentes em macromoléculas celulares. A biotransformag¢ao dos HAPs
abrange uma série de reacgdes de oxidagao, reducéo, hidrélise e de conjugagédo que
sdo realizadas principalmente no figado por enzimas do sistema das
monooxigenases de fun¢ao mista da super familia dos citocromos P450. Este tipo de
transformacao tem o objetivo de fazer com que determinado metabdlito seja mais
hidrofilico que o seu precursor, com isso facilitando a excre¢do dos fluidos
biolégicos. A indugdo de monooxigenases por substancias quimicas estranhas ao
corpo é estudada em diversos organismos e ja foi observada em mamiferos, peixes,
insetos, plantas, bactérias e fungos (CONNEY, 1982; KLASSEN et al., 1996).

Na década de 1980 ja se sabia que algumas substancias quimicas naturais e
sintéticas, com as mais variadas estruturas, eram capazes de aumentar os niveis
das enzimas microssomais, quando administradas em animais de laboratorio.
Drogas como a zoxazolamina, horménios esterdides, alguns pesticidas e herbicidas,
certos corantes e os HAPs sdo exemplos de indutores de monooxigenases. Sabe-se
que o processo de oxidagao enzimatica seguida de hidrélise com a formagao de diol-
epoxidos é considerado um dos mecanismos de ativagdo mais aceito na literatura
para bioativacdo dos HAPs carcinogénicos. A ativacdo desses compostos €
conduzida pela enzima citocromo P450, especialmente sob duas formas principais:
P4501A1 e P4501A2 (HALL et al., 1989; KLASSEN et al., 1996).

Contudo, existem outros mecanismos que também explicam a ativacédo de
HAPs em sistemas biolégicos, como por exemplo, a producao de radicais catiénicos,
a formacgao de ésteres benzilicos e a produgao de quinonas. Além do que, acredita-

se que o efeito da toxicidade do HAPs sobre as moléculas de DNA nas células,
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implique em potenciais efeitos mutagénicos. Um desses indicios esta na mutagéo da
proteina p53 que é responsavel pelo controle da proliferagdo celular em mamiferos.
Por isso, ha um interesse crescente de se entender o destino e as formas de
desaparecimento de tais compostos, com o intuito de avaliar e monitorar possiveis
grupos ocupacionais a exposi¢cao de HAPs, para que haja o desenvolvimento de
métodos eficientes de remocéo dos mesmos do meio ambiente (BINKOVA et al.,
2000; VALENTINA et al., 2009).

2.3. Biodegradagao dos Hidrocarbonetos derivados Petroleo

Embora inumeros hidrocarbonetos sejam considerados como recalcitrantes,
persistentes, no meio ambiente, seu desaparecimento pode ocorrer através de uma
variedade de processos abidticos, como a volatilizacdo, lixiviagdo e a
fotodegradacdo. No entanto, a biodegradacdo representa a principal rota na qual
esses compostos podem ser removidos do meio ambiente. Neste sentido, a
biorremediacado surge como uma estratégia alternativa na qual organismos vivos séo
utilizados tecnologicamente para remover ou reduzir, remediar, poluentes do meio
ambiente e transforma-los em substancias inertes (ELLIS et al., 1991; HOLLINGER
et al., 1997; HWANG & CUTRIGHT, 2002).

A biorremediacéo, definida como a transformagdo e/ou degradagéo de
compostos xenobidticos para torna-los inertes, pode envolver o emprego de
microrganismos endogenos e/ou nativos, ou ainda pode utilizar microrganismos
exoégenos. De um modo geral, a biorremedi¢do requer mecanismos para estimular e
manter a atividade microbiana durante o processo. Normalmente, estes mecanismos
requerem um ou mais dos seguintes componentes: um aceptor de elétrons (oxigénio,
nitrato); nutrientes (nitrogénio, fésforo); e uma fonte de energia (carbono). A
biodegradagdo dos hidrocarbonetos se inicia com a oxidagdo do substrato por
oxidases, em condigbes aerdbias. Os alcanos s&o transformados em acidos
carboxilicos, os quais sdo também metabolizados pelos microrganismos. Os
compostos aromaticos sdo geralmente hidroxilados, formando didis, os quais s&o
degradados a catecdéis, e esses sdo posteriormente também metabolizados. Como a
degradacdao de hidrocarbonetos para CO, envolve reagbes de oxidagdo, os
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organismos, em sua maioria, sao aerdbios. Entretanto, pode ocorrer uma taxa lenta
de degradacdo anaerdbia, como no caso do tolueno e xileno, em condi¢cbes de
reducao de sulfato, nitrato e Fed* (ATLAS & BARTHA, 1992; LATIMER & ZHENG,
2003; LOPERENA et al., 2009).

A biodegradacéo desses compostos é inversamente proporcional ao numero
de anéis na molécula benzénica. Assim, a transformacdo de substancias, que
contém dois anéis benzénicos, como o fenantreno e fluoreno, e contendo trés anéis
aromaticos, como o antraceno, é relativamente rapida. Por outro lado,
microrganismos capazes de utilizar compostos aromaticos de alto peso molecular,
tais como fluoranteno e pireno, ja foram isolados e caracterizados (HEITKAMP et al.,
1987; LANTZ et al., 1995; QUIROZ et al., 2005).

Tem sido demonstrado que n-alcanos, os alcanos ramificados e os
cicoalcanos sdo mais facilmente degradados pelos microrganismos, seguidos por
aromaticos leves, sendo que os compostos aromaticos de alto peso molecular, tais
como benzo(a)pireno e o criseno, contendo mais de trés anéis benzénicos, sdo mais
recalcitrantes ao ataque microbiano e, por isso, persistem por mais tempo no
ambiente. Esses compostos surgem no meio ambiente, devido tanto aos processos
naturais quanto aos de origem de atividades humanas (SUGIURA et al., 1997,
SANTOS et al., 2004).

O conhecimento da capacidade de recuperacdo de ecossistemas passa pelo
estudo das suas caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas, assim como de suas
interacbes com os componentes oriundos de atividades humanas. Muitos
microrganismos sao capazes de degradar os hidrocarbonetos do petréleo. Alguns
podem degradar alcanos, outros compostos aromaticos e alguns conseguem
metabolizar ambos. Entre os aromaticos, os de baixo peso molecular como o
benzeno, tolueno e xileno estdo entre os componentes téxicos do petréleo e sao
facilmente degradados por microrganismos e com uma taxa de degradagao menor,
se comparadas com moléculas de estruturas mais simples, como os alcanos
(ATLAS, 1995; VENTURINI & TOMMASI, 2004; MARTINKOVA et al., 2009).

Os efeitos tdxicos agudos do petroleo tendem a ser causados por moléculas
de baixo peso molecular, que se degradam mais rapidamente. Por outro lado, os

efeitos crénicos da poluigdo, com petréleo ainda s&o pouco conhecidos. Contudo,
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supfe-se que tais efeitos se devem aos constituintes de alto peso molecular,
geralmente os aromaticos, que apresentam menor toxicidade, mas recalcitrantes,
causando efeitos mais duradouros. Assim, a degradacdo dos HAPs por fungos
demonstra um importante papel em termos toxicolégicos e ambientais, devido a
capacidade destes em formar conjugados glicuronidios, glicosidios e sulfatos a partir
de HAPs, essenciais no processo de detoxificacdo e na eliminagdo dos compostos
aromaticos (VENTURINI & TOMMASI, 2004; SANTOS et al., 2004; QUIROZ et al.,
2005).

2.4. Microrganismos Degradadores de HAPs

Entre os microrganismos, os fungos tém sido citados por apresentarem a
capacidade de oxidar e degradar varios compostos aromaticos. Para que um
microrganismo utilize estes compostos como fonte de carbono e energia para o seu
crescimento, torna-se necessario que expresse enzimas que transformem as
complexas moléculas dos HAPs em compostos intermediarios comuns das suas
rotas metabdlicas (DIETRICH et al., 1995; BAMFORTH & SINGLETON, 2005).

Varias vias metabodlicas de degradacdo dos HAPs ja foram identificadas em
diferentes microrganismos, porém as mais estudadas sdo as do metabolismo
aerdbico realizado pelas bactérias, pelos fungos ligninoliticos e nao ligninoliticos. As
duas principais vias descritas na literatura relacionadas aos fungos s&o para os néo
ligninoliticos e os ligninoliticos. Entre os fungos nao ligninoliticos o0 metabolismo dos
HAPs por Cunninghamella elegans vem sendo bastante estudado. Este organismo
utiliza o sistema enzimatico citocromo P-450 monoxigenase para incorporar um
atomo de oxigénio no nucleo aromatico e reduzir o atomo restante em agua. O 6xido
de areno formado, como produto da reacdo, é hidrolisado pela enzima epdxido
hidrolase produzindo trans-diidrodidis, ou um dos anéis pode ser convertido nao
enzimaticamente em fenol e se conjugar ao sulfato, acido glicurénico ou glicose
(CERNIGLIA, 1997). (Figura 2)
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Figura 2. Vias catabdlicas para utilizagdo de hidrocarbonetos aromaticos por fungos néo ligninoliticos e fungos

ligninoliticos. Fonte: Cerniglia, 1997.

Por outro lado, os fungos ligninoliticos, como por exemplo, Phanerochaete,
demonstra habilidade para oxidar compostos que apresentam estrutura quimica
semelhante as estruturas de moléculas naturais, como a lignina, rica em anéis
benzénicos. Estes fungos oxidam seus substratos pela acdo das enzimas do
complexo ligninolitico, as lacases, a lignina peroxidase e a manganés peroxidase
(CERNIGLIA, 1997).

2.5. O Género Rhodotorula

O microrganismo selecionado para estudo pertence ao género Rhodotorula,
Filo Basidiomycota, Classe Urediniomycetes, Ordem Sporidiales, Familia
Sporidiobolaceae e foi descrito por Harrison em 1927. Esta essencialmente
caracterizado por aspectos morfologicos, fisiolégicos e  bioquimicos.
Morfologicamente apresentam blastoconidios unicelulares ovéides ou alongados. A
formacgéo de pseudo-hifas € normalmente ausente ou rudimentar, contudo, algumas
espécies podem formar pseudo-hifas ou hifas verdadeiras. A reprodug¢do ocorre por
brotamento multilateral. Muitas espécies exibem colbnias com aspecto mucoide

devido a formagdo da capsula, enquanto outras sdo pastosas ou secas e rugosas.
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As espécies do género sintetizam pigmentos carotendides em agar extrato de mailte.
Nao assimilam inositol como unica fonte de carbono e hidrolisam a uréia. Nao
apresentam capacidade fermentativa (LACAZ, 1984; ALEXOPOULOS et al., 1996).

Espécies do género Rhodotorula utilizam compostos xenobidticos que
normalmente ndo se encontram em um ambiente natural e sdo geralmente toxicos
como n-alcanos e n-parafinas e, inclusive, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos:
tolueno, benzeno, difenilos aromaticos como fonte de carbono (ROMERO et al.,
1998; POINTING, 2001).

Estudos de degradacdo de fenantreno em sedimento, por exemplo,
demonstram que Rhodotorula minuta e Candida lipolytica sao capazes de
transformar esse hidrocarboneto nos mesmos metabdlitos que sao produzidos pelos
fungos filamentosos. Por outro lado, Rhodotorula glutinis € capaz de mineralizar o
hidrocarboneto fenantreno, utilizando-o como fonte de carbono e energia para o seu
crescimento, produzindo metabdlitos que indicam a degradacédo do hidrocarboneto
(ROMERO et al., 1998).

Em diferentes estudos, leveduras e fungos filamentosos apresentaram a
capacidade de utilizar o petréleo e seus derivados para o seu crescimento, sendo
isolados e identificados de areas impactadas. Tém-se isolado e identificado de solos
contaminados por petréleo fungos como Rhodotorula sp., Candida sp., Torulopsis sp
e Sporobolomyces sp e, Beauveria bassiana, Chrysosporium sp., Mortierella sp.,
Paecilomyces sp., Penicillium spp., Phoma sp., Scolecobasidium obovatum,
Tolypocladium inflatum, Trichoderma viride e Verticillium spp. Assim sendo, os
fungos s&o organismos com extrema versatilidade de respostas adaptativas, quando
submetido a diferentes condicbes ambientais, e exibem grande potencial em
inUmeros processos biotecnolégicos. Paralelamente, por serem organismos
eucaridticos, os fungos representam modelos de estudo em diferentes areas da

biologia celular, genética, fisiologia e bioquimica (CHAINEAU et al., 1999).

2.6. Enzimas Ligninoliticas: A Lacase e a Manganés Peroxidase (MnP)

Na cadeia alimentar, os fungos ocupam a posicao de decompositores, tendo,

portanto, um papel muito importante na manuteng¢do do equilibrio ambiental. Esses

29



| |
Efeito do pireno no crescimento, na morfologia e na producédo de enzimas em Rhodotorula sp MARINHO,
P.H.C.

organismos sao capazes de produzir enzimas que os tornam aptos a utilizar como
fonte de carbono e energia uma ampla gama de substratos com massas molares
distintas. As enzimas do complexo ligninolitico, por exemplo, sdo capazes de tolerar
altas concentragbes de poluentes toxicos e estdo diretamente envolvidas na
degradacado de compostos xenobidticos com estrutura quimica semelhante a
molécula de lignina. Contudo, a eficiéncia desse processo estd, diretamente,
relacionada a capacidade do fungo em degradar essas substancias recalcitrantes,
transformando-as em substéncias inertes. Dessa forma, essas enzimas vém sendo
estudadas em funcdo da sua potencialidade nos processos de degradacdo e
biotransformagéo (SREBOTNIK & MESSNER, 1996; POINTING, 2001).

Entre essas enzimas, pode-se citar, as lacases que sdo fenoloxidases
produzidas por fungos como também por plantas. Pertencem ao grupo das oxidases
que complexam com cobre (metaloproteinas), sendo produzida pela maioria dos
Basidiomicetos. O numero de isoenzimas da lacase pode ser superior a cinco,
dependendo da espécie do fungo e das condi¢cdes ambientais de crescimento. Sdo
consideradas verdadeiras fenoloxidases e oxidam estruturas fendlicas pela remocgéao
de elétrons mediada pela redugdo de Cu?* & Cu'*, com formagao de radicais, que
podem repolimerizar ou despolimerizar. As massas molares estdo dentro da faixa de
60-100 kDa. (HIGUCHI, 1989; HOFRICHTER, 2002).

Normalmente, as lacases catalisam reac¢des de oxidagdes por extragdo de um
elétron de substratos fendélicos gerando radicais fenoxilos:

a) 2 (Cu[ll]) - lacase + fenol = 2 (Cu[l]) - lacase + radical fenolato + 2H"

b) 2 (Cu[l]) - lacase + O, + 2H" = 2 (Cu[ll]) - lacase + H,O

Os radicais formados, rapidamente, atuam em reagdes nao cataliticas como
no acoplamento radical-radical, desproporcdo, desprotonacdo e ataques
nucleofilicos pela agua. Logo, essas reagdes multiplas levam a polimerizagéo; a
quebras alquil-arilicas; a oxidag¢des nos C, e desmetilizacdes.

A Manganés Peroxidase (MnP) constitui o segundo grupo de glicoproteinas
que requer ions de manganés livres para a sua atividade. A atuacdo desta enzima
requer a presenca de peroxido de hidrogénio. Essa enzima &€ muito semelhante a

lignina peroxidase (LiP), é extracelular, glicosilada, apresenta massa molar de 45-
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47kDa e possui um grupo prostético heme. Entretanto, essa enzima €& dependente
de peroxido de hidrogénio e do ion Mn?*; a-cetoacidos, como lactato, estabilizam sua
atividade oxidativa. O ciclo catalitico da MnP pode ser representado da seguinte
forma:

a) MnP(Fe[lll])P + H,02 = MnP-I(Fe[IlV=0]P + H,O

b) MnP-I(Fe[IV=0])P + Mn?* = MnP-II(Fe[IlV=0]P + Mn**

c) MnP-I(Fe[lV=0])P + AH = MnP-lI(Fe[IV=0O]P + A + H"

d) MnP-lI(Fe[IV=0])P + Mn?** = MnP(Fe[lll]P + Mn*" + H,0

e) Mn** + AH = Mn?* + A + H*

Na presenca de perdxido de hidrogénio MnP / Mn?* / malonato, catalisa
quebras C,-Cp, oxidagcbes C, e quebras de ligagbes aril-alquilicas de fendis
siringilicos diméricos pB-1 e p-O-4. Os fungos secretam varias isoenzimas de
manganés peroxidase (MnP) para o meio de cultura, embora algumas também
possam estar ligadas a parede celular. A literatura relata que alguns fungos
apresentam os dois tipos de enzimas. Assim, as enzimas lacase e manganés
peroxidase (MnP) apresentam um grande potencial na biotransformacdo de
xenobidticos e de seus derivados. Essas enzimas apresentam um importante papel
na descontaminacdo de areas contaminadas com HAPs (HIGUCHI, 1989; TUOR et
al., 1995; HOFRICHTER, 2002).

2.7. Morfologia e Ultraestrutura

A identificacdo dos mecanismos e habilidades de crescimento, bem como a
atividade enzimatica e o comportamento ultraestrutural em microrganismos,
representam estratégias de investigacao de processos metabdlicos. Os efeitos dos
parédmetros ambientais, a elucidacao das vias metabodlicas e suas bases genéticas
na degradagéo dos hidrocarbonetos por microrganismos, assim como os efeitos da
contaminagao por essas substancias em ecossistemas tém se constituido em areas
de grande interesse. Dessa forma, a confirmag&do do potencial biotecnolégico dos
microrganismos com a analise das condigdes ambientais de cultivo pode gerar dados

fisiolégicos, bioquimicos e morfolégicos que impliquem em uma possivel otimizagédo
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das condigbes e que favoreca a exploragdo das habilidades do isolado de
Rhodotorula sp obtido a partir de ambiente contaminado.

As células fungicas sdo constituidas pelos principais componentes
encontrados nos demais organismos eucariéticos. Quando se examina uma célula
de um organismo unicelular ou pluricelular, facilmente se reconhece a entidade
celular. As leveduras caracterizam-se morfologicamente por uma grande variagéo de
forma e tamanho celulares, podendo ser ovais, oblongas, ou redondas, geralmente
exibindo entre 2 e 7 micrometros de didmetro, com reprodugdo sexuada ou
assexuada. As colénias apresentam-se glabrosas, cremosas, ou membranosas, e
sdo observadas, geralmente, apos cultivo de 24 a 36 horas, exibindo um crescimento
6timo na faixa de 25°C - 37°C, com tendéncia a escurecer apds alguns dias de
cultivo (LACAZ, 1984; BURNETT et al., 1990).

Os métodos citoldégicos de estudos, de um modo geral, sdo os mesmos
descritos para quaisquer tipos celulares. A citologia estudada através da microscopia
optica convencional da uma visdo geral da forma, tamanho e arranjo das células.
Contudo, pensar em morfologia e morfogénese significa avaliar mudancgas
significativas que ocorrem de forma integrada nos diferentes componentes celulares.
Sem sombra de duvida, a pesquisa ultraestrutural adicionou uma nova dimensao ao
estudo das leveduras e fungos filamentosos (KLOPARENS, 1990; SAMSONOFF et
al., 1991).

Desde as primeiras pesquisas ultraestruturais, os micologistas tém
acompanhado o desenvolvimento das diversas metodologias em todas as areas da
microscopia eletrénica e as tém usado como instrumentos geradores de informacgdes
sobre a estrutura de fungos. Deve-se ressaltar que os fungos estavam entre os
primeiros microrganismos observados pelo microscépio eletrbnico (KLOPARENS,
1990).

Do ponto de vista ultraestrutural, as leveduras como organismos eucarioticos
exibem todas as organelas comumente relatadas para o grupo. O ndcleo encontra-se
delimitado por um envelope, continuo com o reticulo endoplasmatico. Poros sdo
comumente observados através da microscopia eletrénica, o qual também mostra o
nucleoplasma homogéneo e regido nucleolar densa. Quando a célula fungica sofre

mitose, o envelope nuclear ndo se dissocia e se refaz prontamente. Ao invés disso, o
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envelope sofre uma constriccdo proxima do ponto de separagdo entre nucleo da
célula filha e o nucleo da célula parental. Sdo observados fuso mitético e centriolos.
O nlcleo, pois, constitui-se uma area de grande interesse a nivel ultraestrutural
considerando-se esse peculiar comportamento do nucleo da célula fungica
(ALDRICH & PENDLAND, 1981).

Baseando-se em evidéncias bioquimicas e fisiologicas, a mitocéndria nas
leveduras exibe ultraestruturalmente semelhanca aquelas das células vegetal e
animal. Contudo, a morfologia e a populacéo dessa organela nas leveduras varia de
acordo com o estagio do ciclo celular e condicbes de cultivo. As mudancas sdo
expressas no arranjo, forma, numero de cristas, bem como, no tamanho e forma da
organela (BRACKER, 1967; BECKETT, 1974).

O reticulo endoplasmatico, por sua vez, constitui-se um componente
pleiomoérfico. Forma e abundancia relacionam-se mais aos estimulos ambientais,
fase do desenvolvimento e estado fisiolégico do que a filogenia. Apresenta-se mais
abundante em células jovens e em crescimento ativo. Além disso, a membrana do
reticulo é estruturalmente diferente da membrana plasmatica no que diz respeito a
simetria e espessura. Formas porosas, fenestradas, tubulares e vesiculares sao
encontradas. Nesses organismos, reticulo endoplasmatico é também dividido em liso
e rugoso, 0s quais estdo envolvidos na sintese de lipidios e proteinas,
respectivamente. O Complexo de Golgi consiste de cisternas e esta associado a
secregao (BECKETT et al., 1974).

Os Lomassomos sédo estruturas formadas de agregados de membranas na
matriz entre a membrana plasmatica e a parede celular, e por isso sao também
chamados de corpos periféricos. Evidéncias sugerem como suas fung¢des secregao,
sintese de glicogénio, proliferacdo da membrana e respostas ao estresse (HEALTH
& GREENWOOD, 1970).

Vesiculas e vacuolos sdo também encontradas nas células fungicas. Nas
leveduras ocorre um unico e central vacuolo que aumenta de tamanho a medida em
que a célula envelhece. Varias vesiculas citoplasmaticas sao observadas, estando
possivelmente associadas a secre¢do, armazenamento e estocagem de enzimas.
Corpos de inclusdo sdo também observados nas leveduras. Inclusdes de lipidios sdo

encontradas em células maduras, nas quais constituem-se reservatérios de materiais
33



| |
Efeito do pireno no crescimento, na morfologia e na producédo de enzimas em Rhodotorula sp MARINHO,
P.H.C.

ricos em energia e sdo fontes potenciais de compostos de carbono. Granulos de
glicogénio sdo comuns como elementos de estocagem, sendo identificados
citoquimicamente ou morfologicamente (BRACKER, 1967; BECKET, 1974).

A membrana plasmatica esta localizada abaixo da parede celular e exibe duas
camadas densas separadas por uma camada intermediaria de menor densidade.
Nas leveduras, a membrana citoplasmatica, forma invaginagdes que correspondem a
porcdes especializadas da membrana. Em células com crescimento logaritmico, as
invaginagbes mostram-se curtas. Por outro lado, em fase estacionaria exibem
invaginacdes longas e profundas. A densidade das invaginagbes varia, também, de
acordo com a fase de crescimento do microrganismo. A membrana das leveduras
exibe fosfolipidios, proteinas e esterois, principalmente o ergosterol. Além do que,
realiza fungbes distintas como definir e conter a célula, selecionar e controlar o
movimento de substancias, detectar e produzir respostas, além de corresponder a
sitios para atividades especificas e presenca de moléculas situadas ou embebidas
na membrana (TAKEO et al., 1993; GRIFFIN, 1994).

As leveduras a semelhanca das células vegetais e bactérias possuem parede
celular que consiste basicamente de polissacarideos, lipidios e proteinas.
Fisicamente constitui-se de microfibrilas cimentadas por uma matriz amorfa. A quitina
€ o principal elemento esquelético ou microfibrilar. Proteinas e polissacarideos como
glucanas, mananas, galactanos e heteropolissacarideos correspondem as
substancias cimentantes que ligam os diferentes componentes estruturais (GRIFFIN,
1994).

A composicdo quimica das paredes celulares é fortemente influenciada por
condi¢cbes ambientais e fisioldgicas, por exemplo, nos casos onde ocorre dimorfismo,
a temperatura pode influenciar a mudanca de forma, que acarreta automaticamente
a mudanga na composicido dos polissacarideos da parede celular (AMER & TAHA,
1993).

Estudos degradativos demonstram que paredes celulares em fase logaritmica
de crescimento diferem nos tipos de polissacarideos presentes em relagéo as células
em fase estacionaria de crescimento. De um modo geral, a arquitetura da parede
celular muda quando os nutrientes, a temperatura, a tensao de oxigénio, entre outros

fatores, séo alterados. A determinagdo da arquitetura das paredes celulares das
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leveduras resultou de estudos bioquimicos e enzimaticos, precedidos de exames ao
microscopio eletronico (CAMPOS TAKAKI, 1989; DEBONO & GORDIER, 1994).

A aplicacdo da microscopia eletrénica na area da micologia, com o uso de
protocolos e técnicas de fixagdo e contraste, e a introdugéo de técnicas citoquimicas,
permitiu a ampliacdo dos conhecimentos sobre a estrutura de parede celular nas
leveduras de um modo geral. A citoquimica permitiu conseqiientemente a andlise,
localizacdo e a determinacdo da arquitetura das paredes, com a intencdo de
relacionar estrutura e fungéo celulares (AKASHI et al., 1993).

Dessa forma, a introdugcdo de protocolos experimentais sobre aspectos
ultraestruturais representa uma nova dimensé&o para o estudo da organizagao celular
e, conseqientemente, introduz novas perspectivas para uma avaliagdo mais precisa

dos aspectos fisioldgicos, bioquimicos e taxondmicos de fungos.
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RESUMO

Entre as leveduras, espécies do género Rhodotorula apresentam a capacidade de
utilizar hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) como unica fonte de carbono
e energia. O presente estudo teve como objetivo analisar o efeito das diferentes
concentragdes de pireno, 0,25 mg / mL, 0,5 mg / mL e 1 mg / mL sobre o
crescimento celular de Rhodotorula mucilaginosa nos meios de cultura Yeast Mold
Agar (YMA) e Yeast Mold Broth (YMB). Os resultados obtidos indicaram diferengas
significativas na viabilidade celular, velocidade especifica de crescimento (uesp.) €
tempo de geragéo (T4) de acordo com as concentragdes testadas e os intervalos de
tempo de crescimento. De acordo com os resultados obtidos neste trabalho foi
possivel inferir que o efeito inibitdrio do pireno reflete o estado fisiolégico de estresse
celular ao qual a levedura foi submetida, devido a presenga do xenobio6tico no meio

de cultura.

Palavras-Chave: Viabilidade Celular, Pireno, Rhodotorula
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ABSTRACT

Among the yeasts, species of the genus Rhodotorula can use polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) as the sole carbon and energy source. The present study was
carried out in order to evaluate the effects of different pyrene concentrations,
0.25mg/mL, 0.5mg/mL and 1mg/mL on the growth of Rhodotorula mucilaginosa
grown in Yeast Mold Agar (YMA) and Yeast Mold Broth (YMB) media. Significant
differences had been observed in the cellular viability, maximum growth rate (pesp.)
and generation time (Tg) according to the concentrations used and to the intervals of
growth time. According to the results obtained in this work it is possible to suggest
that the inhibitory effect of the pyrene reflects the physiological state related to the

cellular stress in presence of the xenobiotic in the culture medium.

Keywords: Cellular Viability, Pyrene, Rhodotorula
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1. INTRODUGAO

A relacdo entre as leveduras e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs) é relativamente bem documentada. Contudo, poucas informag¢des sobre a
resisténcia / tolerancia desses microrganismos frente a presenga de pireno tém sido
publicadas. O estudo das interacbes entre as leveduras e os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs) sdo extremamente relevantes sob os pontos de vista
cientifico e tecnolégico. Entre os fungos, as leveduras sdo os microrganismos mais
explorados cientificamente, por apresentarem mecanismos bioquimicos e fisiolégicos
comuns a todos os organismos eucarioticos, para o estudo de fenémenos celulares
basicos, e assim servir de excelente modelo para a elucidagdo de muitos problemas
importantes na biologia dos eucariotos (BROCK et al., 1994; JUAREZ-RAMIREZ et
al., 2001).

O pireno € um dos mais abundantes hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs) encontrados no meio ambiente. E um xenobiético ubiquo e extremamente
persistente que apresenta efeito tdxico além de propriedade mutagénica e
carcinogénica (BAMFORTH & SINGLETON, 2005).

As leveduras predominam entre os fungos encontrados em ecossistemas
poluidos. Algumas espécies dos varios géneros de leveduras exibem a habilidade de
degradar e metabolizar estas substancias recalcitrantes, como fonte Unica de
carbono e energia. Contudo, altas concentragbes podem inibir o crescimento
microbiano. Espécies do género Rhodotorula sdo capazes de crescer, por exemplo,
em meio liquido contendo aromaticos, com ou sem co-substratos, podendo
transformar o hidrocarboneto presente no meio (RUIZ-ORDAZ et al., 1998; JUAREZ-
RAMIREZ, 2001).

As leveduras se encontram na natureza em ampla variedade de substratos e
ambientes. Sabe-se que estes microrganismos exibem grande flexibilidade em suas
adaptacbes as mais diferentes condi¢des ambientais. Este ajustamento resulta
certamente de fatores genéticos, bioquimicos e fisiolégicos. Por outro lado, conhece-
se o fato de que condi¢cdes ambientais adversas podem influenciar o comportamento

de muitos microrganismos, de forma positiva ou negativa (BERGAUER et al., 2005)
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Assim sendo, estudos sobre a relacdo entre um microrganismo em particular e
seu ambiente sdo fundamentais para a caracterizagdo e determinagdo de sua
versatilidade metabdlica as diferentes condicbes de estresse e a sua resposta
adaptativa. Por outro lado, também, determina as caracteristicas observadas em
relacdo ao potencial deste organismo. Este estudo teve como objetivo investigar o

efeito do pireno nos diferentes estagios de crescimento da levedura Rhodotorula sp.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Microrganismo

Foi utilizada Rhodotorula mcilaginosa UCP 1003, gentiimente cedida pelo
Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais - NPCIAMB - da
Universidade Catdlica de Pernambuco (UNICAP), Recife - PE, Brasil; cadastrada no
WFCC (World Federation Culture Collection). O microrganismo foi mantido no meio
Yeast Mold Agar (YMA), sob refrigeracéo, a temperatura de 4°C. Paralelamente,

repiques sucessivos foram realizados a cada 30 dias para manter a viabilidade.

2.2. Substrato

O Hidrocarboneto Aromatico Policiclico (HAP) utilizado neste
experimento foi o Pireno (SIGMA). O hidrocarboneto foi solubilizado em

acetona 70%.

2.3. Meios de Cultura
2.3.1. Meio de Manutencao

Para manutencao foi utilizado o meio Yeast Mold Agar (YMA) descrito por
CIRIGLIANO & CARMAN (1983), constituido dos seguintes nutrientes: Extrato de
Levedura - 0,3 %; Extrato de Malte - 0,3 %; Peptona 0,5 %; D - Glicose - 1,0 % e
Agar - 1,5 %. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 com uma solugéo de
NaOH 1M ou HCI 1M.
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2.3.2. Meio de Crescimento

Foi utilizado o meio Yeast Mold Broth (YMB), também descrito por
CIRIGLIANO & CARMAN (1983), contendo os mesmos nutrientes que o meio YMA,

com a exceg¢do do agar.

2.4. Métodos Microbiolégicos
2.4.1. Pré - Inéculo

Rhodotorula mucilaginosa foi cultivada no meio Yeast Mold Agar (YMA), a
temperatura de 28°C, durante 24 horas. In6culos de culturas de Rhodotorula sp
foram transferidas para frascos de Erlenmeyer de capacidade de 500mL, contendo
250mL de meio Yeast Mold Broth (YMB) e incubadas por 24 horas, sob agitagcio
orbital de 150 rpm, a temperatura de 28°C, até a obtencgéo de 10" células / mL,

servindo de pré-in6culo para a etapa seguinte.

2.4.2. Condigdes de Cultivo - Tratamento com Pireno

Foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo
250 mL de meio YMB adicionado de 0, 0,25 mg/ mL, 0,5 mg/ mL e 1 mg / mL,
inoculados com 6% (aliquotas de 15 mL do pré-indculo) da suspensao celular de 107
células / mL e incubadas por 72 horas, a temperatura de 28°C, sob agitacao orbital
de 150 rpm. As amostras dos sobrenadantes foram coletadas durante o periodo de
cultivo nos intervalos de 8, 12, 16, 20, 24, 48 e 72 horas. Aliquotas foram removidas
para determinar o pH e a cinética de crescimento - viabilidade celular, tempo de

geracao (Tgy) e velocidade especifica de crescimento (Mesp.).

2.4.3. Determinagao da Curva de Crescimento

O crescimento da linhagem de Rhodotorula mucilaginosa foi acompanhado
durante os intervalos de 8, 12, 16, 20, 24, 48 e 72 horas de cultivo. O
acompanhamento foi realizado através da contagem de células em Hemocitdmetro

de Neubauer.
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2.4.4. Determinacdo da Velocidade Especifica de Crescimento (Mesp) € do
Tempo de Geragéao (T,)

Os parametros cinéticos estudados foram: velocidade maxima de crescimento
(Mesp.) € tempo de geragéo (T4). Ambos os pardmetros foram determinados de acordo
com a formula de PIRT (1975).

Para a velocidade maxima de crescimento (Jesp.) foi utilizada a equacao:

Mesp = (LNX - LnXo) / (T - To);

Onde: X: numero maximo de células; Xo: niumero inicial de células; T: tempo
final; To: tempo inicial. O tempo de geragéo (T,) foi determinado pela formula:

Tg=Ln2/ Yesp.

2.4.5. Viabilidade Celular

A analise da viabilidade celular das culturas, controle e tratadas com pireno,
de Rhodotorula mucilaginosa foi acompanhada através do plagueamento de 0,1 mL
de cada cultura, apropriadamente diluida em tampéo salina fosfato, pH 7,2, em meio
YMA. Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura de 28°C por 24
horas. Apos este intervalo as colonias formadas foram contadas; cada placa foi feita
em ftriplicata e as aliquotas corresponderam aos intervalos de 8, 12, 16, 20, 24, 48 e
72 horas de incubagido. O numero de colbnias foi dado pela média dos valores

obtidos nas trés placas.

2.5. Testes Bioquimicos
2.5.1. Determinagao do pH

As variacdes de pH dos meios de cultura foram acompanhadas ao longo do
periodo de cultivo. O resultado do pH em cada ponto do intervalo correspondeu a
média de cinco repeti¢cbes. Posteriormente, uma curva de pH foi estabelecida com

esses valores.
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2.5.2. Determinacgao do Consumo de Glicose

Para determinar o consumo de glicose remanescente do meio de cultura,
aliquotas de 5 mL do cultivo do fungo, em meio de cultura YMB, foram coletadas nos
intervalos de 8, 12, 16, 20, 24, 48 e 72 horas. Posteriormente, foram dosadas por
meio do método enzimatico colorimétrico, utilizando o Kit Biosystems, para glicose
oxidase, padrdo da glicose 100 mg / dL e absorbé&ncia maxima em 500 nm. As
leituras foram realizadas em Spectrophotometer Digital Spectronic, Model Genesys

2. Todos os valores apresentados foram médias de trés repeticdes.

3. RESULTADOS

A Figura 1 apresenta as curvas de crescimento das culturas controle e
tratadas com o pireno nas concentragdes de 0,25 mg/ mL, 0,5 mg/ mL e 1 mg/ mL.
Foi possivel verificar que as culturas controle e tratadas apresentaram uma fase de
adaptagédo, fase Lag, de aproximadamente 8 horas, seguida pelo aumento
exponencial do crescimento que se prolongou até 48 horas de incubagéo. Apos este
periodo, estabeleceu-se a fase estacionaria.

Analisando-se a mesma figura, observou-se que, a adicdo do pireno nas
concentragdes testadas teve influéncia sobre o crescimento das culturas de
Rhodotorula mucilaginosa. As curvas apresentadas por essas culturas foram
diferentes daquelas da cultura controle. Entretanto, a avaliacdo dos resultados
obtidos para o tratamento com pireno mostrou que, nas concentra¢des de 0,5 mg /
mL e 1 mg / mL ocorreu diminuigéo do crescimento. Por outro lado, a cultura tratada
com a concentracdo de 0,25 mg / mL de pireno exibiu pequenas diferencas
relacionadas ao crescimento quando comparada a amostra controle.

Os resultados apresentados na Figura 1 revelam que durante todo o periodo
experimental, com 72 horas de crescimento, no meio de cultura YMB sem o pireno, o
numero de células viaveis foi de 2,73 x 10° (Ln = 16,38).

Entre as amostras tratadas com 0,25 mg/ mL, 0,5 mg/ mL e 1 mg/ mL os
valores foram 2,25 x 10° (Ln = 13,5), 2,07 x 10° (Ln = 12,42) e 1,28 x 10° (Ln = 7,68)
respectivamente, com 72 horas de cultivo, apresentando reducdo de 17,58%,

24,17% e 53,11% no numero de células viaveis.
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Figura 1. Efeito do Pireno sobre a Viabilidade Celular de Rhodotorula mucilaginosa. Controle (A); 0,25 mg / mL
(B); 0,5mg / mL (C) e 1,0 mg / mL (D). Viabilidade Celular (¢); Consumo de Glicose (¢ )

O fungo Rhodotorula mucilaginosa foi capaz de crescer em presenga de
pireno, nas condi¢des estudadas; porém bem menos em relagdo a amostra controle.
As concentragdes podem apresentar toxicidade a célula, dificultando o crescimento
celular. O microrganismo estudado consumiu toda a glicose nas primeiras 8 horas de
crescimento. Podendo-se sugerir que o fungo utilizou o pireno como fonte de
carbono para garantir seu crescimento.

Com relacéo a curva de pH observou-se que a partir do inéculo das células de
leveduras, nos meios de cultura controle e tratados, com 0,25 mg/ mL, 0,5 mg/ mL e
1 mg / mL de pireno, com pH inicial de 5,8, ocorreu uma redugéo de pH ao longo do
periodo experimental. O controle apresentou reducéo de pH para 4,82 nas primeiras
24 horas de cultivo, seguindo de um decaimento progressivo para pH 3,77 ao
término do periodo de cultivo. Essa rapida redugéo de pH nas primeiras 24 horas e
o consumo de glicose evidencia a produgédo de metabdlitos acidos que proporcionam

o crescimento celular. A amostra crescida em 1,0 mg / mL apresentou pH 5,57 no
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periodo de 24 horas, chegando ao término do experimento com pH 3,87. As
amostras tratadas com 0,25 mg / mL e 0,5 mg / mL de pireno, o pH foi 3,61 e 3,71

respectivamente, nas 48 horas de cultivo e 3,57 e 3,56 no periodo de 72 horas.
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Figura 2. Efeito do Pireno sobre a variagcdo de pH de Rhodotorula mucilaginosa. Controle (A); 0,25 mg / mL (B);
0,5mg/mL (C)e 1,0mg/mL (D)

A Tabela 1 apresenta os valores dos parametros cinéticos estudados.
Verificou-se que os valores da velocidade especifica de crescimento (Mesp.) € tempo
de geragédo (Tg), obtido para as culturas tratadas com pireno, nas diferentes
concentragdes, diferem daqueles obtidos para a cultura controle. Por outro lado, o
tratamento da cultura tratada com pireno na concentracao de 1 mg / mL demonstrou

efeito inibidor de 50% em relagéo ao controle.
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Tabela 1. Parametros Cinéticos de Rhodotorula mucilaginosa cultivado em presenga e auséncia de Pireno

Tempo Tempo de Geragao (Tg) Velocidade Especifica de Crescimento (h™)
(h) g 025mg/mL 05mg/mL 1mg/mL %] 025mg/mL 0,5mg/mL  1mg/mL
8 2,38 2,85 3,62 10,6 0,290 0,243 0,191 0,065
12 1,73 2,19 2,70 7,87 0,402 0,316 0,256 0,088
16 1,66 2,15 2,59 8,15 0,416 0,321 0,267 0,085
20 1,62 2,13 2,50 8,25 0,427 0,324 0,277 0,084
24 1,59 2,13 2,44 8,34 0,434 0,326 0,284 0,083
48 3,08 4,21 4,84 16,2 0,225 0,165 0,143 0,043
72 4,55 6,13 7,14 21,6 0,152 0,113 0,097 0,032

Observou-se que os valores obtidos para as culturas tratadas foram
significativamente diferentes daqueles observados para a cultura controle. A
velocidade especifica de crescimento (Uesp.) para a cultura tratada com 1mg / mL foi
relativamente baixa quando comparada com as outras culturas nos diferentes

estagios de crescimento.

4. DISCUSSAO

O entendimento dos mecanismos de acdo dos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs) sobre o crescimento de diferentes microrganismos, € em
particular das leveduras, tem sido objeto de diversos estudos. As leveduras e os
fungos filamentosos apresentam diversificado metabolismo que os habilitam a
utiizarem uma enorme variedade de nutrientes e substratos, em diferentes
condi¢cbes ambientais (POTIN et al., 2004; SHKIDCHENKO, 2006).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a levedura Rhodotorula
mucilaginosa, apresenta viabilidade celular, sendo capaz de crescer, no meio de
cultura contendo pireno, nas diferentes concentragdes testadas. Contudo, n&o foi
observado nenhum efeito deste composto estimulando o crescimento do
microrganismo. Isto esta possivelmente relacionado com o fato de que diferentes
microrganismos, e especialmente o isolado de Rhodotorula mucilaginosa, podem se
comportar de formas distintas, em resposta a presenga de xenobibticos, como o
pireno, no meio de cultura.

Trabalhos relacionados a toxicidade de compostos xenobidticos e metais

pesados estdo descritos na literatura. O efeito do cadmio, por exemplo, sobre o
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crescimento das leveduras Saccharomyces cerevisiae PE-2 e Saccharomyces
cerevisiae 1Z-1904 mostram que o metal prejudica o crescimento e a viabilidade
celular dessas leveduras. Paralelamente, estudos sobre o efeito de pH, temperatura
e composi¢gdo do meio de cultura sobre o crescimento de Rhodotorula gracilis
mostram que estes parametros influenciam o crescimento celular do microrganismo.
Da mesma forma, sabe-se que pode ocorrer inibicdo a partir dos metabdlitos
produzidos, ocasionando diferencas significativas na viabilidade celular e que o grau
de toxicidade de determinado xenobidtico estd diretamente relacionado com a
estrutura molecular e a intensidade de interagcdo com os diferentes componentes e
metabdlitos intracelulares produzidos, podendo ocasionar efeitos citotdxicos
(SPOTHOLZ & ORDAL, 1956; MARIANO & BASSO, 2004).

Estudos realizados com Trametes villosa CCB176 mostram que interferéncias
na composicdo do meio de cultivo sobre a produgdo de enzimas e sobre o
crescimento reforgam a importancia da compreensao dos requerimentos nutricionais
de cada espécie para a aplicagédo biotecnolégica de basidiomicetes (YAMANAKA et
al., 2008).

O crescimento de um microrganismo € um processo complexo e altamente
coordenado, que envolve muitos componentes celulares que acompanham o
desenvolvimento e diferencia¢des celulares. A tendéncia basica do crescimento é
exponencial, mas isto pode ser modificado por limitagdes fisicas e nutricionais do
ambiente. Geralmente, o metabolismo microbiano representa o balango apropriado
das combinag¢des dos componentes, do meio de cultura, das propriedades quimicas
e fisicas que induzem o crescimento e da sintese de constituintes essenciais ao
organismo (GRIFFIN, 1994; VIJAYALAKSHMI et al., 2001; MUTNURI et al., 2005).

Foi possivel observar, a partir dos resultados obtidos, que as culturas tratadas
se comportaram de modos distintos em relagdo a concentracédo do pireno acrescido
no meio de cultura. A concentragdo de 1 mg / mL de pireno causou um drastica
reducdo no crescimento do microrganismo, quando comparado com as outras
concentragdes de 0,25 mg/mL e 0,5 mg / mL.

Desse modo, pode-se sugerir que os resultados obtidos neste trabalho sobre
o efeito do pireno nos diferentes estagios de crescimento da levedura Rhodotorula

mucilaginosa, provavelmente, esta relacionado com a toxicidade do xenobi6tico. Os
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compostos aromaticos, normalmente, produzem efeitos toxicos ao nivel de
membrana, em consequéncia direta da alta correlagdo que ha entre a toxicidade do
composto e a hidrofobicidade da célula. Além disso, a resposta celular as diferentes
concentragdes de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, ou a um outro composto
recalcitrante, esta possivelmente relacionado as caracteristicas fisiologicas
particulares de cada organismo estudado (KOMARKOVA et al., 2003; MUTNURI et
al., 2005).

5. CONCLUSOES

O efeito do pireno nas diferentes concentragées testadas, 0,25 mg / mL, 0,5
mg / mL e 1 mg / mL, diminuiu o crescimento celular de Rhodotorula mucilaginosa,
mesmo sendo um microrganismo, reconhecidamente, resistente a fatores
estressantes. Apesar disto, nota-se claramente, minimizando os efeitos deletérios do
xenobiotico. O hidrocarboneto aromatico policiclico, pireno, apresentou efeito téxico
sobre a levedura Rhodotorula sp, exibindo reducdo nas diferentes fases de
crescimento, principalmente para a cultura tratada com 1 mg / mL. Os valores
obtidos mostram que o crescimento do microrganismo reflete o estado fisiol6gico de

estresse celular ao qual a levedura foi submetida.

AGRADECIMENTOS

Os autores sdo gratos a CAPES pela Bolsa de Doutorado concedida ao
primeiro autor, a Universidade Catélica de Pernambuco (UNICAP) pelo apoio e ao
CNPqg, FINEP, PRONEX pelo suporte técnico e financeiro na execugdo deste

trabalho.

6. REFERENCIAS

BAMFORTH, S.; SINGLETON, I. Bioremediation of polycyclic aromatic hydrocarbons:
current knowledge and future directions. Journal of Chemical Technology and
Biotechnology, Sussex, v.80, n.7, p.723-736, 2005.

59



| |
Efeito do pireno no crescimento, na morfologia e na producédo de enzimas em Rhodotorula sp MARINHO,
P.H.C.

BERGAUER, P.; FONTEYNE, P. A.; NOLARD, N.; SCHINNER, F.; MARGESIN, R.
Biodegradation of phenol and phenol-related compounds by psychrophilic and cold-

tolerant alpine yeasts. Chemosphere, v.59, p.909-918, 2005.

BROCK, T. D.; MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; PARKER, J. Biology of
microorganisms. 72 ed. (New Jersey, Prentice Hall, 1994). 909p.

CIRIGLIANO, M. C. & CARMAN, G. M. A platting technique for the selective isolation
of yeast utilizing water miscible carbon. J. Food Sienc, v.48, p.1554-1555, 1983.

GRIFFIN, D. H. Fungal Physiology. (John Willey & Sons Incorporation Publishers,
1994). 458p.

JUAREZ-RAMIREZ, C.; RUIZ-ORDAZ, N.; CRISTIANE-URBINA, E.; GALINDEZ-
MAYER, J. Degradation kinetics of phenol by immobilized cells of Candida tropicalis
in a fluidised bed reactor. World Journal Microbiology Biotechnolgy, v.17, p.697-705,
2001.

KOMARKOVA, E.; PACA, J.; KLAPKOVA, E.; STIBOROVA, M.; SOCCOL, C. R;
SOBOTKA, M. Physiological changes of Candida tropicallis population dregadation
phenol in fed batch reactor. Brazilian Archives of Biology and Technology, v.46, n.4,
p.537-543, 2003.

MARIANO DA SILVA.; BASSO, L.C. Efeitos do cadmio sobre o crescimento da
leveduras Saccharomyces cerevisiae PE-2 e Saccharomyces cerevisiae 1Z-1904 e a
capacidade da vinhaga em atenuar a toxicidade. Ciénc. Tecn. Alimen, v.24, n.1, p.
16-22, 2004.

MUTNURI, S. et al. Degradation of anthracene and pyrene supplied by microcrystals
and non-aqueous phase liquids. Applied Microbiology and Biotechnology. New York,
v.67, n.4, p.569-576, 2005.

60



| |
Efeito do pireno no crescimento, na morfologia e na producédo de enzimas em Rhodotorula sp MARINHO,
P.H.C.

PIRT, S. J. Principles of Microbe and Cell Cultivation. London: (Blackwell Scientific
Publications, 1975). 274p.

POPTIN, O. et al. Bioremediation of an aged polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) contaminated soil by filamentous fungi isolated from the soil. International
Biodeterioration and Biodegradation. Oxford, v. 54, n.1, p.45-52, 2004.

RUIZ-ORDAZ, N.; HERNANDEZ-MANZANO, E.; RUIZ-LAGUNEZ, J. C;
CRISTIANE-URBINA, E.; GALINDEZ-MAYER, J. Growth kinetic model that describes
the inhibitory and lIytic effects of phenol on Candida tropicalis yeast. Biotechnolo
Prog, v.14, p.966-969, 1998.

SHKIDCHENKO, A. N. Physiologycal aspects of intensifying yeast growth. Applied
Biochemistry and Microbiology, v.42, n.2, p.190-194, 2006.

SPOTHOLZ, C.H.; LITCHFIELD, J.H.; ORDAL, Z.J. The effect of pH, temperature,
and composition of the medium on growth characteristics of Rhodotorula gracilis.

Department of food technology, University of lllinois, p. 285-287, 1956.

VIJAYALAKSHMI, G.; SHOBHA, B.; VANAJAKSHI, V.; DIVAKAR, S.; MANOHAR, B.
Response surface methodology for optimization of growth parameters for the
production of carotenoids by a mutant strain of Rhodotorula gracillis. Eur Food Res
Technol, v.213, p.234-239, 2001.

YAMANAKA et al. Lignolytic enzymes produced by Trametes villosa CCB176 under
different culture conditions. Brazilian Journal of Microbiolgy, v.39, p. 78-84, 2008.

61



| |
Efeito do pireno no crescimento, na morfologia e na producédo de enzimas em Rhodotorula sp MARINHO,
P.H.C.

Segundo Artigo:

EXPRESSAO DA LACASE E MANGANES PEROXIDASE (MnP)
PRODUZIDAS POR Rhodotorula mucilaginosa EM PRESENCA DE
PIRENO

Trabalho a ser submetido para a revista Archives of Microbiology
Fator de Impacto: 1,838

62



| |
Efeito do pireno no crescimento, na morfologia e na producédo de enzimas em Rhodotorula sp | MARINHO,

P.H.C.

EXPRESSAO DA LACASE E MANGANES PEROXIDASE (MnP)
PRODUZIDAS POR Rhodotorula mucilaginosa EM PRESENCA DE
PIRENO

Petrusk Homero Campos Marinho®®, Patricia Mendes de Souza®®, Aline

Elesbdo do Nascimento®, Galba Maria de Campos Takaki***

#Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais - Universidade Catolica de Pernambuco, Recife, PE, Brasil
bPrograma de Po6s - Graduagao em Ciéncias Bioldgicas - Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE,
Brasil
°Programa de Pés Graduagdo em Biologia de Fungos - Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil

Corresponding author. Tel: +55-81-21194017; Fax: +55-81-21194043
E-mail address: gmctakaki@pesquisador.cnpg.br (Campos-Takaki, G.M.)

63



| |
Efeito do pireno no crescimento, na morfologia e na producédo de enzimas em Rhodotorula sp MARINHO,
P.H.C.

RESUMO

O comportamento de Rhodotorula mucilaginosa foi investigado frente a presenca de
pireno, um Hidrocarboneto Aromatico Policiclico (HAP), para avaliar a atividade de
expressao da lacase e manganés peroxidase (MnP). O microrganismo foi cultivado
em meio de cultura Yeast Mold Broth (YMB) na auséncia e presencga de pireno nas
concentragdes de 0,25 mg/ mL, 0,5 mg/ mL e 1 mg/ mL. A atividade da lacase e
manganés peroxidase foi medida espectrofotometricamente em 525 nm e 610 nm,
respectivamente, a partir das amostras dos sobrenadantes, coletadas durante 72
horas, sob agitagcéo orbital de 150 rpm e temperatura de 28°C. Os resultados obtidos
revelaram diferencas relativas quanto a expressdo das enzimas, nas diferentes
concentragdes de pireno. O nivel maximo detectado foi de 1,83 Ul / L para Lacase,
seguido de 0,76 Ul / L para Manganés Peroxidase (MnP), sugerindo sua possivel
aplicabilidade em estudos de biorremediagdo em areas contaminadas com
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos. Através do estudo por cromatografia
(HPLC) verificou-se que nao houve deteccdo de pireno relacionadas as
concentragdes de 0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL. Por outro lado, em presenca de 1

mg/mL foram verificados valores remanescentes de pireno.

Palavras - Chave: Rhodotorula mucilaginosa; Pireno; Lacase; Manganés Peroxidase
(MnP).
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ABSTRACT

The behavior of Rhodotorula mucilaginosa was investigated in the presence of
pyrene, a polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH), to assess the activity of expression
of laccase and manganese peroxidase (MnP). The organism was grown in culture
medium Yeast Mold Broth (YMB) in the absence and presence of pyrene in
concentrations of 0.25 mg / mL, 0.5 mg / mL and 1 mg / mL. The activity of laccase
and manganese peroxidase was measured spectrophotometrically at 525 nm and
610 nm, respectively, from the samples of the supernatants were collected for 72
hours, under orbital agitation of 150 rpm and 28 ° C. The results revealed differences
in how the expression of enzymes in different concentrations of pyrene. The
maximum level detected was 1.83 IU / L for Laccase, followed by 0.76 U / L for
manganese peroxidase (MnP), suggesting its potential applicability in bioremediation
studies in areas contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbons. By studying
chromatography (HPLC) showed that there was no detection of pyrene related to
concentrations of 0.25 mg / mL and 0.5 mg / mL. Moreover, in the presence of 1 mg /

mL were observed remaining values of pyrene.

Keywords: Rhodotorula mucilaginosa; Pyrene; Laccase; Manganese Peroxidase
(MnP).
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1. INTRODUGAO

Os Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs) s&do considerados
poluentes organicos prioritarios em estudos ambientais. Muitos desses compostos
podem ser considerados precursores de agdes mutagénicas e tumorais em sistemas
biolégicos. Essas substancias sdo extremamente lipossollveis e apresentam rapida
absorcdo pelos pulmbes, intestinos e pele de homens e animais. Uma vez
absorvidos pelas células, sdo metabolicamente ativados e, desta maneira, tornam-se
reativos a grupos nucleofilicos presentes, por exemplo, em macromoléculas
celulares, como o DNA. Esta inducdo mutagénica é considerada essencial na
carcinogenicidade quimica desses xenobidticos. Neste sentido, varios estudos vém
sendo realizados com o intuito de se entender o destino e as formas de
desaparecimento dessas substancias, visando o desenvolvimento de tecnologias
mais eficientes nos processos de remocgéo destes compostos (ALEXANDER et al.,
2002; TALLEY et al., 2002; BANFORTH & SINGLETON, 2005; LIANG et al., 2008).

Dentre os fungos, os Basidiomicetos, e principalmente o género Rhodotorula,
apresenta a habilidade de degradar e metabolizar uma enorme variedade de
compostos xenobidticos, considerando o seu sistema enzimatico ligninolitico, que o
torna apto para mineralizar hidrocarbonetos e consequentemente, remediar
ecossistemas contaminados. (ROMERO et al., 1998; HOFRICHTER, 2002; MISHRA
& BISARIA, 2006).

As enzimas do sistema enzimatico ligninolitico, presentes principalmente em
Basidiomicetos, apresentam a capacidade de catabolizar a degradacdo de
compostos recalcitrantes, devido ao fato de apresentarem inespecificidade pelo
substrato, ou seja, a presengca de outras substancias, como por exemplo, as
moléculas aromaticas e, desta maneira, podem ser reconhecidos pelo sitio ativo da
enzima, possibilitando, assim, que sejam quimicamente transformados. Assim sendo,
torna-se cada vez mais evidente a possibilidade de utilizagdo de microrganismos
com habilidades de remover e/ou degradar compostos téxicos do ambiente
(HIGUCHI, 1989; TOUR et al., 1995; HOFRICHTER, 2002; JOHNSEN et al., 2005).

Neste contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de analisar a

influéncia do pireno, sobre a expressao das enzimas Lacase e Manganés Peroxidase
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(MnP) por Rhodotorula mucilaginosa, como também avaliar a porcentagem de

remogao do pireno nas condi¢des estudadas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo

Foi utilizada Rhodotorula mucilaginosa UCP 1003, gentilmente cedida pelo
Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB) da
Universidade Catdlica de Pernambuco (UNICAP), Recife - PE, Brasil; cadastrada no
WFCC (World Federation Culture Collection). O microrganismo foi mantido no meio
Yeast Mold Agar (YMA), sob refrigeracdo, a temperatura de 4°C. Paralelamente,

repiques sucessivos foram realizados a cada 30 dias para manter a viabilidade.

2.2. Substrato
O Hidrocarboneto Aromatico Policiclico (HAP) utilizado neste experimento foi

o Pireno (SIGMA). O hidrocarboneto foi solubilizado em acetona 70%.

2.3. Meios de Cultura
2.3.1. Meio de Manutengao

Para manutencdo foi utilizado o meio Yeast Mold Agar (YMA) descrito por
CIRIGLIANO & CARMAN (1983), constituido dos seguintes nutrientes: Extrato de
Levedura - 0,3 %; Extrato de Malte - 0,3 %; Peptona 0,5 %; D - Glicose - 1,0 % e
Agar - 1,5 %. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 com uma solu¢do de
NaOH 1M ou HCI 1M.

2.3.2. Meio de Crescimento

Foi utilizado o meio Yeast Mold Broth (YMB), também descrito por
CIRIGLIANO & CARMAN (1983), contendo os mesmos nutrientes que o meio YMA,

com a excec¢do do agar.
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2.4. Métodos Microbiolégicos
2.4.1. Pré - In6culo

Rhodotorula mucilaginosa foi cultivada no meio Yeast Mold Agar (YMA), a
temperatura de 28°C, durante 24 horas. Inéculos de culturas de Rhodotorula
mucilaginosa foram transferidas para frascos de Erlenmeyer de capacidade de
500mL, contendo 250mL de meio Yeast Mold Broth (YMB) e incubadas por 24 horas,
sob agitagédo orbital de 150 rpm, a temperatura de 28°C, até a obtencdo de 107

células / mL, servindo de pré-inéculo para a etapa seguinte.

2.4.2. Condig¢des de Cultivo - Tratamento com Pireno

Foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo
250 mL de meio YMB adicionado de 0,25 mg / mL, 0,5 mg/ mL e 1 mg / mL,
inoculados com 6% (aliquotas de 15 mL do pré-indculo) da suspenséo celular de 107
células / mL e incubadas por 72 horas, a temperatura de 28°C, sob agitacéo orbital
de 150 rpm. As amostras dos sobrenadantes foram coletadas durante o periodo de
cultivo nos intervalos de 8, 12, 16, 20, 24, 48 e 72 horas. Aliquotas foram removidas

para determinacgéo do pH, proteinas totais, lacase e manganés peroxidase (MnP).

2.5. Testes Bioquimicos
2.5.1. Determinagao do pH

As variagdes de pH dos meios de cultivos foram acompanhadas ao longo do
periodo de 72 horas. O resultado do pH em cada ponto do intervalo correspondeu a

média de cinco repetigdes.

2.5.2. Determinagao das Proteinas Totais

O teor de proteinas totais foi determinado a partir do liquido metabdlico livre de
células nos intervalos de 8, 12, 16, 20, 24, 48 e 72 horas. A dosagem foi realizada
pelo Kit Labtest, onde os ions cobre (Cu*?) em meio alcalino (Reagente de Biureto)

reagem com as ligagbes peptidicas das proteinas formando um heteropolimero de
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cor azul, tendo como padrio 4,0 g / dL de albumina bovina e absorbancia maxima a
545 nm.

2.5.3. Determinacgao das Atividades Enzimaticas

A Lacase foi medida espectrofotometricamente, através da oxidagdo da
Siringaldazina & 525 nm (es25 = 65000 dm*® M™ cm™). A mistura de reacdo consistiu
de 0,2 mL de Tampao Citrato Fosfato 0,5M, pH 5,0; 0,1 mL de Siringaldazina 0,2 mM
(dissolvida em etanol 60%); 0,6 mL do sobrenadante da cultura e 0,1 mL de Peroxido
de Hidrogénio 1 mM (SZKLARZ et al., 1989). A reagéo teve inicio pela adicdo da
Siringaldazina e foi acompanhado pelo aumento da absorbancia a 525 nm durante
10 minutos.

A atividade da Manganés Peroxidase @ (MnP)  foi medida
espectrofotometricamente através da oxidacédo do Vermelho de Fenol a 610 nm (eg10
= 4460 dm*®> M cm™). A mistura de reacdo continha 0,5 mL do sobrenadante da
cultura; 0,1 mL de Vermelho de Fenol 0,1%; 0,1 mL de Lactato de Sodio 0,1M; 0,2
mL de Albumina Bovina 0,5%; 0,05 mL de Sulfato de Manganés 2 mM e 0,05 mL de
Peréxido de Hidrogénio 2 mM, preparado em Tampao Succinato de Sodio 20 mM,
pH 4,0 (KUWAHARA et al., 1984). A reacgéo teve inicio pela adigdo do Vermelho de
Fenol e foi acompanhado pelo aumento da absorbancia em 610 nm, durante 10
minutos.

A conversdo de abs / s (absorbancia por segundo) em Ul / L (umoles por
minuto por litro) efetuou-se o seguinte calculo baseado no coeficiente de extingao
molar de um produto de reagdo, com a absorbancia: (A da amostra/ e . d). 10°. (1/
T) . (Vi / V) = Ul /L, onde A: valor da absorbancia da amostra; <: coeficiente de
extingdo molar; d: didametro do tubo de ensaio (meio Optico) em centimetros; 105;
fator de conversdao de moles por litro ou milimoles por mililitro em micromoles por
litro; T: o tempo de reagdo em minutos; V;: € o volume total do teste e Vs : 0 volume
da amostra. Para todas as enzimas uma unidade enzimatica correspondeu a
quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de substrato por minuto. Todos os
valores apresentados foram médias de cinco repeti¢des.

2.5.4. Extracao liquido / liquido e analise CCD e CLAE
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O liquido metabdlico proveniente do cultivo de Rhodotorula mucilaginosa nos
meios de cultura YMB, em presenca e auséncia de pireno, nas concentracdes de
0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL foi submetido a extragdo com acetato de etila,
utilizando um funil de separagdo. A extracao foi realizada trés vezes e os extratos
foram reunidos, em seguida, filtrados em filtro de papel e rotaevaporados. O extrato
obtido foi pré-purificado por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando
cromatoplacas (silica gel 60 Fs4 Merck), utilizando uma solugdo de pireno (2 g/L)
como padréao. O benzeno foi empregado como eluente para permitir a separagao do
pireno residual. As bandas foram visualizadas através de luz UV (254 nm). Para as
analises quantitativas, as bandas identificadas nas placas de CCD foram removidas
e solubilizadas com 20 mL de acetona, posteriormente centrifugados e concentrados
para analise em CLAE. Uma amostra de 10 yL do extrato foi analisada utilizando-se
uma coluna C18 (Varian). A fase moével utilizada foi acetonitrila 100%, fluxo de 1
mL/min e detector de UV configurado para 254 nm (SALICIS et al., 1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a curva de pH demonstram que a partir do inéculo
das células de leveduras de Rhodotorula mucilaginosa no meio de cultura YMB
controle e tratado com 0,25 mg / mL, 0,5 mg/ mL e 1,0 mg / mL de pireno, com pH
inicial de 5,8, ocorreu uma diminuicdo ao longo do periodo experimental (Figura 1). A
amostra controle, sem pireno, apresentou reducao de pH para 4,82 nas primeiras 24
horas de cultivo, seguindo para uma diminuicdo progressiva para pH 3,77 ao término
do cultivo. Esta redugcdo do pH nas primeiras 24 horas evidencia a producao de
metabdlitos acidos. A amostra crescida em 0,25 mg / mL apresentou no periodo de
24 horas pH 4,49, chegando ao término do experimento com pH 3,57. As amostras
tratadas com 0,5 mg / mL e 1,0 mg / mL de pireno, apresentaram pH 4,86 e 5,57
respectivamente, no periodo de 24 horas de cultivo e, ao final do experimento, houve
um decaimento da curva de pH para 3,56 e 3,87, no periodo de 72 horas de cultivo

(Figura 1).
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Figura 1. Efeito do Pireno sobre o pH de Rhodotorula mucilaginosa. Controle (A); 0,25 mg / mL (B); 0,5 mg / mL
(C)e 1,0 mg/ mL (D).

Os fungos, de um modo geral, sdo extremamente versateis em suas
respostas em fungdo das variagbes ambientais. Respostas celulares e
comportamentos fisiolégicos relacionados a resisténcia / tolerancia, em presenca de
xenobibticos, podem resultar na inducdo de alteragdes intracelulares relacionadas
com processos de oxi-reducdo. O efeito do pH, temperatura e composi¢cdo do meio
de crescimento de Rhodotorula gracilis, por exemplo, em presenca de fenantreno foi
observado e melhor estudado no pH 6,5. Resultados obtidos da degradagdo do
pireno por leveduras e fungos filamentosos utilizando glicose como co-substrato
evidenciaram comportamentos diferenciados (THAM et al., 1999; KITAMOTO et al.,
1999; KIHARA et al., 1999; ROMERQO et al. 2002; KIM et al., 2004).
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Os resultados referentes ao conteudo de proteinas extracelulares demonstram
que o controle apresentou 378 mg / dL de proteinas extracelulares no periodo de 24
horas de cultivo. A amostra tratada com 0,25 mg / mL exibiu o maior conteudo de
proteinas totais 438 mg / dL nas primeiras 24 horas de cultivo, com acréscimo de
aproximadamente 15,9% em relagédo ao controle. As amostras tratadas com 0,5 mg /
mL e 1,0 mg / mL de pireno apresentaram contetdos de 258 mg / dL e 338 mg / dL,
respectivamente, dados inferiores em relacdo a amostra controle, apresentando
reducdo no conteudo das proteinas totais cerca de 31,7% e 10,5%, respectivamente.
Observou-se ao final do experimento que a amostra controle apresentou um
decréscimo de cerca de 14,2% no conteudo protéico em relagdo ao inicio do
experimento. As amostras tratadas com 0,25 mg / mL, 0,5 mg/ mL e 1,0 mg / mL
apresentaram redugdo de cerca 18,4%, 35,1% e 5,58%, respectivamente, do
conteudo de proteinas em relagdo as primeiras 24 horas de crescimento do
microrganismo (Tabela 1).

Duas enzimas oxidativas foram determinadas neste experimento: a Lacase e
a Manganés Peroxidase (MnP). O isolado de Rhodotorula mucilaginosa foi cultivado
em meio de cultura YMB, suplementado com pireno nas concentragdes de 0,25 mg /
mL, 0,5 mg/ mL e 1,0 mg/ mL. Foi possivel verificar, através dos resultados obtidos,
que o isolado de Rhodotorula mucilaginosa demonstrou padrdes diferenciados
quanto a expressdo das enzimas estudadas (Tabela 1). Os resultados relativos a
atividade enzimatica da Lacase demonstrou que a amostra controle apresentou 1,21
Ul / L no periodo de 48 horas de cultivo. A amostra tratada com 0,25 mg / mL de
pireno apresentou o maior conteudo de Lacase 1,85 Ul / L nas primeiras 48 horas de
cultivo, com acréscimo de 52,8% de rendimento em relagdo a amostra controle. As
amostras tratadas com 0,5 mg/ mL e 1,0 mg / mL de pireno apresentaram conteudos
de 1,83 Ul /L e 1,79 Ul / L, respectivamente, dados superiores em relacdo a amostra
controle, apresentando rendimento no conteudo da enzima de 51,2% e 47,9%,
respectivamente. Observou-se ao final do experimento, periodo de 72 horas de
cultivo, que a amostra controle exibiu uma diminuicdo de 3,74% no conteudo protéico
em relagao ao inicio da fase experimental. As amostras tratadas com 0,25 mg / mL,
0,5mg/ mL e 1,0 mg / mL de pireno exibiram reducéo de 3,78%, 3,82% e 6,14% em

relacdo as primeiras 48 horas de crescimento do microrganismo. Paralelamente, a
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atividade da Manganés Peroxidase (MnP), também, foi medida
espectrofotometricamente. A analise demonstrou que a amostra controle apresentou
0,58 Ul / L no periodo de 24 horas de cultivo. A amostra tratada com 0,25 mg / mL de
pireno apresentou o maior conteudo de manganés peroxidase (MnP) 0,76 Ul / L nas
primeiras 24 horas de cultivo, com acréscimo de 31% de rendimento em relagéo a
amostra controle. As amostras tratadas com 0,5 mg / mL e 1,0 mg / mL de pireno
apresentaram conteudos de 0,67 Ul / L e 0,63 Ul / L, respectivamente, dados
superiores em relacdo a amostra controle, apresentando rendimento no contetdo da
enzima de 1551% e 8,62%, respectivamente. Observou-se ao término do
experimento, periodo de 72 horas de incubacdo, que a amostra controle exibiu um
decréscimo de 12,5% no conteudo protéico em relagao ao inicio do experimento. As
amostras tratadas com 0,25 mg / mL, 0,5 mg / mL e 1,0 mg / mL de pireno
apresentaram reducao de 14,47%, 10,44% e 7,94% em relagcdo as primeiras 24
horas de crescimento do microrganismo. Os resultados demonstram que em todas
as condicdes testadas o maior conteudo de Lacase foi observado no intervalo de 48
horas de crescimento. Por outro lado, a maior expressao de atividade da enzima
manganés peroxidase (MnP) foi observado nas primeiras 24 horas de crescimento,

demonstrando maior atividade celular neste periodo (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade Enzimatica de Rhodotorula mucilaginosa em diferentes concentra¢des de pireno. Controle

(0); 0,25 mg/ mL; 0,5 mg/ mL e 1,0 mg / mL. Proteinas Totais; Lacase; Manganés Peroxidase

Proteinas Totais (g / dL) Lacase (Ul /L) Manganés Peroxidase (Ul / L)
Tempo 0 0,25 0,5 1,0 0 0,25 0,5 1,0 0 0,25 0,5 1,0
(horas) mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL  mg/mL
8 0,48 0,537 0,398 0,358 1,07 1,08 1,15 1,12 0,4 0,54 0,54 0,58
12 0,3 0,318 0,318 0,318 1,08 1,08 1,2 1,15 0,5 0,73 0,65 0,59
16 0,48 0,378 0,398 0,278 1,12 1,45 1,48 1,39 045 0,7 0,7 0,6
20 048 0,358 0,358 0,278 1,09 1,51 1,6 1,57 0,18 0,25 0,31 0,49
24 0,38 0,438 0,258 0,338 1,2 1,83 1,8 1,75 0,58 0,76 0,67 0,63
48 0,38 0,338 0,358 0,278 1,21 1,85 1,83 1,79 054 0,72 0,62 0,59
72 0,36 0,378 0,338 0,278 1,03 1,78 1,76 1,68 0,35 0,65 0,6 0,58

As maiores atividades enzimaticas detectadas estiveram relacionadas a
producao de Lacase. O nivel maximo detectado foi de 1,85 Ul / L, seguida de 1,83 Ul
/ L. De acordo com a literatura a atividade da Lacase e Manganés Peroxidase tem

sido observada em vaérios fungos da podridrédo branca. A producéo destas enzimas
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provavelmente resulta de modificagdes fisiologicas caracteristicas do metabolismo
primario e secundario, sob diferentes condi¢des e de acordo com os tipos de
substratos (BOOMINATHAN et al., 1993; REDDY & SOUZA, 1994).

A atividade enzimatica da Lacase e Manganés Peroxidase (MnP) foram
observadas nas culturas controle e tratadas dos sobrenadantes de Rhodotorula
mucilaginosa. Foi possivel verificar que as amostras dos sobrenadantes do
microrganismo cultivado, nas diferentes concentracbes de pireno, apresentaram
resultados distintos quando comparados com as amostras controle, sem o
hidrocarboneto. A producdo de MnP e Lacase pelo fungo pode ser considerada
eficiente, principalmente se comparar esta atividade com outras, obtidas por outros
estudos com fungos reconhecidamente ligninoliticos (ARORA et al., 2002).

A producédo de MnP e Lacase esta aparentemente limitada a certos fungos
Basidiomicetos degradadores de Lignina, mas n&o estd descartada, também, a
possibilidade de que outros fungos possam produzir. Nas Ultimas décadas foram
descritos, em inumeros trabalhos, possiveis substratos para estas enzimas, entre os
quais poluentes organicos recalcitrantes, como os Hidrocarbonetos Aromaticos
Policiclicos (HAPs) (HOFRICHTER, 2002).

Foi encontrado para a Lacase nas amostras tratadas com 0,25 mg / mL, 0,5
mg / mL e 1,0 mg / mL de pireno, atividades variando de 1,08 Ul /L a 1,85 Ul /L. O
intervalo de cultivo com produg&o mais alta foi 24 e 48 horas. Entretanto, os valores
obtidos neste trabalho podem ser considerados eficientes aos obtidos por outras
espécies de fungos, como Coriolos versicolor e Funalia trogii, Trametes trogii,
levando-se em conta a presenca de pireno no meio de cultura, extremamente
recalcitrante (KAHRAMAN & GURDAL, 2002).

Os Basidiomicetos produzem enzimas ligninoliticas de forma constitutiva,
porém elas podem ser induzidas pelas condi¢ées de cultivo. Diversas substancias,
incluindo compostos aromaticos e fendlicos tém sido utilizadas como indutores
enzimaticos com o objetivo de aumentar a producdo de enzimas ligninoliticas. Tém
se avaliado o tipo, a concentracéo e o tempo de adi¢cdo dos indutores para estimular
a producdo destas enzimas (GALLAUP et al., 2002; RABINOVICH et al., 2004;
PAZARLIOGLU et al., 2005).
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A produgdo das enzimas Lacases e Manganés Peroxidases estdo na
dependéncia tanto da fonte de carbono como de nitrogénio. Diversos autores
estudaram o efeito de diferentes fontes, principalmente, de nitrogénio organico na
producdo de Lacases por T. Pubescens. A maior produgdo da enzima foi obtida
quando utilizada a peptona como Unica fonte de nitrogénio. A substituicdo por extrato
de levedura levou a um decréscimo na produgéo da enzima, porém o crescimento do
microrganismo nao foi, de forma alguma, afetado. Neste trabalho foi utilizada como
fonte de nitrogénio a peptona, o que talvez possa explicar as concentracbes
encontradas (GIANFREDA et al., 1999; POINTING et al., 2000).

Para que a aplicagdo da Lacase e Manganés Peroxidase (MnP) seja realizada
com sucesso, é necessario que a sua producgdo seja feita em grandes quantidades.
Por isso, além de se estudar os fatores ambientais da produg¢édo, muitos autores tém
considerado a adi¢do de indutores ao meio de cultura. O indutor pode ser o substrato
da propria enzima ou um composto estruturalmente analogo. No caso da Lacase os
compostos aromaticos sao os mais promissores. Deste modo, pode-se aumentar a
produgdo da Lacase numa grande variedade de fungos pela indug&o por compostos
aromaticos. A composicdo do meio de cultura também é um fator importante na
producgéo da enzima (JANG et al., 2002).

Outro importante fator na producdo das enzimas € o pH do meio de cultura.
Ele pode afetar a atividade e estabilidade das mesmas. A maioria dos fungos tolera
o pH num intervalo alargado de 4-9, enquanto que a enzima é mais sensivel as
variacdes do pH. As enzimas extracelulares s&o produzidas em maiores quantidades
em pH préximo do pH 6timo da sua atividade (O’'CALLAGHAN et al., 2002).

Os resultados obtidos referentes a quantificagdo do pireno residual estéo
ilustrados na Tabela 2. Observa-se que houve elevados percentuais de remocéo de
pireno por Rhodotorula mucilaginosa cultivada em meio YMB suplementado com
pireno nas concentra¢des de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL. Foi possivel
observar através do estudo por cromatografia (CLAE) que ndo houve detecgdo de
pireno nos diferentes intervalos de tempo para as amostras de Rhodotorula
submetidas as concentragdes de 0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL. Por outro lado, em
presengca de 1 mg/mL foram verificados os seguintes valores remanescentes de

pireno em relagdo a concentragdo inicial (1 mg/mL) 1,1%, 1%, 0,5%, 0,5%, 0,1%,
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0,1% e 0% nos intervalos de 8, 12, 16, 20, 24, 48 e 72 horas, respectivamente. 0,011
mg/mL, 0,010 mg/mL, 0,005 mg/mL, 0,005 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,001 mg/mL e 0
mg/mL nos intervalos de 8, 12, 16, 20, 24, 48 e 72 horas, respectivamente. Devido
ao elevado percentual de remocdo demonstrado, acredita-se que além da
biodegradacgéao, intera¢cdes de componentes de superficie de parede celular, tenham
sido responsaveis pela remogdo do pireno no meio de cultura testado. E possivel
que a biossorgcdo constitua um pré-requisito para os processos de biotransformacao
(ALEXANDER, 1994; GADEN, 2000).

Tabela 2. Quantificacdo do pireno residual em meio de cultura YMB cultivado com

Rhodotorula mucilaginosa suplementado com Pireno. N /D (Nao Detectado)

Concentracao de Pireno / Percentual (%)

Remanescente (mg/mL)

Tempo 0,25 0,5 1 0,25 0,5 1

(Horas)
8 N/D N/D 0,011 - - 1,1
12 N/D N/D 0,010 - - 1
16 N/D N/D 0,005 - - 0,5
20 N/D N/D 0,005 - - 0,5
24 N/D N/D 0,001 - - 0,1
48 N/D N/D 0,001 - - 0,1
72 N/D N/D N/D - - -

A habilidade dos fungos em remover e degradar compostos xenobioticos e
sua capacidade de sobrevivéncia em diferentes nichos é consequéncia direta da
evolugdo dos sistemas enzimaticos. Seus arsenais enzimaticos e respostas
metabdlicas, sem duavida, conferem algumas vantagens adicionais as células
microbianas, tais como a exploracdo de novos nichos ecologicos e fontes
energéticas. Entre os fungos, Rhodotorula tem sido reportado por exibir a
capacidade de oxidar e degradar hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPSs),
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considerados agentes potencialmente mutagénicos e carcinogénicos (ROMERO et
al., 2002).

A oxidacdo do pireno por fungos como Penicillium janthinellum, Aspergillus
niger, Fusarium solani, Rhodotorula glutinis estd documentada na literatura. Esses
organismos exibem a potencialidade de metabolizar esse composto como fonte
unica de carbono, porém estudos revelaram que a presenca de um co-substrato
aumenta a atividade de remocéao deste xenbiético (WUNDER et al., 1994; LAUNEN
et al., 1999; ROMERO et al., 2002; KRALLISH et al., 2006; WANG et al., 2007).

Alguns trabalhos relatam a remocdo de elevadas concentracbes de
compostos recalcitrantes em poucas horas de contato. Estudos com
Cunninghamellla elegans mostraram remog¢éo de 85% do corante verde malaquita e
formacgéo de outros compostos toxicos apds 24 horas de cultivo. Por outro lado, a
cinética de degradacao do pireno por Mucor racemosus e Phialophora alba em
presenga e auséncia de glicose demonstrou taxa de remogéo / degradagéo de 80%
do pireno em 48 horas de cultivo (CHA et al., 2001; RAVELET et al., 2001).

A cinética de remogé&o do pireno também foi avaliada em cultura continua de
linhagens de Rhizopus arrhizus UCP 402 (selvagem) e R. arrhizus UCP 402
(mutante). Os resultados demonstraram elevado potencial de remo¢do do composto,
embora tenham evidenciado taxas diferentes entre as linhagens selvagem e
mutante. A linhagem mutante demonstrou uma velocidade maior na remog¢ao quando
comparado com a linhagem selvagem 99,2% e 99,6% respectivamente, apos 72
horas de cultivo em meio YMB, sendo que 58% e 65% foram removidos nas
primeiras 12 horas de incubacgio. Os experimentos realizados com meio de cultura
Sabouraud Sacarose também evidenciaram taxas elevadas de remocao, 97,4% e
99% para as linhagens selvagem e mutante, respectivamente (SHIOSAKI, 2005).

De uma forma geral os fungos s&o organismos muito versateis no que diz
respeito as condi¢cdes ambientais. Podem alterar suas atividades metabdlicas em
resposta a variagbes das condigbes fisicas e quimicas do meio ambiente. O padrao
de atividade de diferentes biomoléculas informa sobre as suas caracteristicas
celulares, as quais, sem duvida, expressam as habilidades potenciais de um
organismo, em um dado momento metabdlico, e sob determinadas pressbes

ambientais. Os fungos tém sido utilizados para o tratamento de residuos e rejeitos
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industriais e urbanos. O potencial de uso reside em seu arsenal de enzimas,
produzido em resposta ao ambiente e secretado como metabdlito secundario (FU &
VIRARAGHAVAN, 2002; LOYD, 2002).

Este tipo de estudo é um método relativamente simples para avaliar a
capacidade degradativa dos microrganismos. Os resultados sugerem que
Rhodotorula mucilaginosa apresenta a potencialidade para remover e degradar
aromaticos. Para testar a eficiéncia deste fungo como degradador serdo necessarios
estudos posteriores com a finalidade de explorar o potencial biotecnolégico destas

fontes alternativas de enzimas.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos verifica-se que ha produgcdo das
enzimas Lacase e Peroxidase Manganés (MnP), quando Rhodotorula mucilaginosa
foi incubado em meio de cultura contendo pireno, fato que leva a supor que este
microrganismo apresenta a potencialidade de degradar, e que possivelmente tem
influéncia neste processo, pois exibiu atividade durante o periodo de incubagéo. Os
dados apresentados neste trabalho indicam que Rhodotorula mucilaginosa tem
potencial para ser empregado em processos de degradagao ou no tratamento de
compostos xenobibticos, entretanto, existe a necessidade de um melhor
entendimento dos mecanismos utilizados por este microrganismo para o

desenvolvimento de tecnologias para a aplicagdo do mesmo.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a resisténcia / tolerédncia do isolado de
Rhodotorula mucilaginosa, fungo unicelular, quanto ao seu comportamento
morfolégico e ultraestrutural frente a presenca de Pireno, um Hidrocarboneto
Aromético Policiclico (HAP). O microrganismo foi cultivado em meio de cultura Yeast
Mold Broth (YMB) na auséncia e presenga de pireno nas concentragdes de 0,25 mg /
mL, 0,5 mg/ mL e 1 mg/ mL. As amostras foram coletadas nos intervalos de 8, 12,
16, 20, 24, 48 e 72 horas, sob agitacédo orbital de 150 rpm e temperatura de 28°C.
Posteriormente, foram analisadas utilizando-se microscopia eletronica de varredura e
transmissdo, técnica de rotina e citoquimica enzimatica. Os resultados obtidos
revelaram diferencas na estrutura fina das amostras, quanto a forma, tamanho e
eletrondensidade das células. Durante o periodo de crescimento da levedura, tanto
na presenga como na auséncia de pireno, foi possivel verificar a presenca de
blastoconidios, ovais, oblongos ou redondos, exibindo dimensbes de
aproximadamente 5 um de didmetro, apresentando-se isolados, dispostos em cadeia
ou de forma irregular e com brotamentos multilaterais. Os resultados demonstram,

pela primeira vez, os efeitos do pireno sobre a ultraestrutura deste fungo.

Palavras - Chave: Rhodotorula mucilaginosa; Pireno; Ultraestrutura.
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ABSTRACT

The present study was carried out in order to evaluate the resistance / tolerance of an
isolate Rhodotorula mucilaginosa, single-celled fungal, related to the ultrastructural
behavior by the growth in pyrene, a polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH). The
organism was grown in Yeast Mold Broth (YMB) in the absence and presence of
pyrene at concentrations of 0.25mg/mL, 0.5mg/mL and 1mg/mL, under orbital
agitation of 150 rpm and 28°C. Samples were collected at 24 of cultive. The detection
of the ultrastructural alterations was performed by the use cytochemical techniques
for transmission electron microscopy. The ultrastructural analysis of Rhodotorula
mucilaginosa using the routine technique revealed alterations in the fine structure of
cells, related to the presence of vacuoles, cell wall electrondensity, number of
eletrondense bodies and mitochondria. Cultures treated with pyrene exhibited
differences on the staining pattern when compared to control cells and pyrene
concentrations. Also, the cytochrome oxidase and catalase cytochemistry showed
variations in the intensity and distribution of reaction products in the cell wall,
cytoplasmic membrane, cytoplasm and mitochondria related to the pyrene
concentration used during cellular growth. In the experimental conditions used in this
work the presence the pyrene induced different effects on Rhodotorula mucilaginosa

ultrastructure, which are presented for the first time in the literature.

Keywords: Rhodotorula mucilaginosa; Pyrene; Ultrastructure.
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INTRODUGCAO

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e
desempenham fungdes importantes, na manutencéo de ecossistemas, como agentes
biolégicos fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos. E
importante ressaltar que os microrganismos apresentam a capacidade de degradar e
acumular compostos xenobidticos, utilizando diversos mecanismos bioquimicos e
fisiolégicos [1, 2, 3].A diversidade genética e metabdlica dos microrganismos tem
sido explorada no campo da biotecnologia em pesquisas de remediacado de areas
poluidas, com Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs). Esses compostos
sdo considerados, por agencias de Protecdo Ambiental, poluentes organicos
prioritdrios em estudos ambientais. O processo biotecnolégico de remediagcdo de
areas impactadas, utilizando microrganismos com potencial de degradar e
metabolizar hidrocarbonetos, tem sido intensamente pesquisado e recomendado
pela comunidade cientifica atual, como uma alternativa viavel para o tratamento de
ambientes contaminados [4, 5, 6, 7].

A literatura descreve que todos os fungos desenvolveram mecanismos para
lidar com uma ampla variedade de situacdes de estresse. Esta extraordinaria
diversidade metabdlica se deve a combinacédo do potencial genético individual das
diferentes espécies microbianas em um sistema natural, com enzimas e vias
metabdlicas que evoluiram ao longo de bilhdes de anos. Por outro lado, muitos
fatores ambientais de natureza fisica, quimica e biolégica influenciam na capacidade
de um sistema microbiano em degradar moléculas recalcitrantes [2, 7, 3].

Dessa forma, os mecanismos para a resisténcia e tolerAncia a esses
compostos estdo diretamente ligados aos processos celulares. Como exemplo,
pode-se citar estudos que demonstram que elementos e substancias téxicas podem
induzir o surgimento de alteragbes morfologicas em diferentes tipos celulares. Tais
modificagbes podem estar relacionadas a alteragdes na estrutura e permeabilidade
da membrana plasmatica, produzindo, dessa forma, progressivas alteracbes na
morfologia e na perda da atividade metabdlica [8, 9, 10, 11].

Com as técnicas de microscopia é possivel aumentar o conhecimento sobre a

organizagdo espacial que ocorre nas células de microrganismos e sobre as
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respectivas superficies. A microscopia eletrénica de varredura permite a visualizagéo
das estruturas complexas da superficie das células com elevada resolugéo.O
objetivo deste estudo foi analisar alteragdes ultraestruturais induzidas pelo pireno em

Rhodotorula mucilaginosa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo

Foi utilizada Rhodotorula mucilaginosa UCP 1003, gentilmente cedida pelo
Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB) da
Universidade Catdlica de Pernambuco (UNICAP), Recife - PE, Brasil; cadastrada no
WFCC (World Federation Culture Collection). O microrganismo foi mantido no meio
Yeast Mold Agar (YMA), sob refrigeracado, a temperatura de 4°C. Paralelamente,

repiques sucessivos foram realizados a cada 30 dias para manter a viabilidade.

2.2. Substrato
O Hidrocarboneto Aromatico Policiclico (HAP) utilizado neste
experimento foi o Pireno (SIGMA). O hidrocarboneto foi solubilizado em

acetona a 70%.

2.3. Meios de Cultura
2.3.1. Meio de Manutencao

Para manutencgéo foi utilizado o meio Yeast Mold Agar (YMA) descrito por
CIRIGLIANO & CARMAN [12], constituido dos seguintes nutrientes: Extrato de
Levedura - 0,3 %; Extrato de Malte - 0,3 %; Peptona 0,5 %; D - Glicose - 1,0 % e
Agar - 1,5 %. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 com uma solugéo de
NaOH 1M ou HCI 1M.
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2.3.2. Meio de Crescimento
Foi utilizado o meio Yeast Mold Broth (YMB), também descrito por
CIRIGLIANO & CARMAN [12], contendo os mesmos nutrientes que o meio YMA,

com a excecdo do agar.

2.4. Métodos Microbiolégicos
2.4.1. Pré - Inéculo

Rhodotorula mucilaginosa foi cultivada no meio Yeast Mold Agar (YMA), a
temperatura de 28°C, durante 24 horas. Algcadas de culturas de Rhodotorula
mucilaginosa foram transferidas para frascos de Erlenmeyer de capacidade de
500mL, contendo 250mL de meio Yeast Mold Broth (YMB) e incubadas por 24 horas,
sob agitagdo orbital de 150 rpm, & temperatura de 28°C, até a obtencéo de 10’

células / mL, servindo de pré-inéculo para a etapa seguinte.

2.4.2. Condigodes de Cultivo - Tratamento com Pireno

Foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo
250 mL de meio YMB adicionado de 0, 0,25 mg / mL, 0,5 mg/ mL e 1 mg / mL,
inoculados com 6% (aliquotas de 15 mL do pré-indculo) da suspensao celular de 107
células / mL e incubadas por 72 horas, a temperatura de 28°C, sob agitagcéo orbital
de 150 rpm. As amostras foram coletadas durante o periodo de cultivo nos intervalos
de 8, 12, 16, 20, 24, 48 e 72 horas e analisadas ao microscopio eletrbnico de
varredura (MEV) e Transmiss&o (MET).

2.5. Estudo Ultraestrutural [13]

A analise ultraestrutural de Rhodotorula mucilaginosa, das culturas controle e
tratadas com pireno foram obtidas através da utilizacdo da microscopia eletrénica de
transmiss&o, com uso de cortes ultrafinos e aplicacdo de duas técnicas citoquimicas.
Paralelamente, as amostras de Rhodotorula mucilaginosa foram submetidas a

analise ultraestrutural utilizando a microscopia eletrénica de varredura.
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2.5.1. Técnica de Rotina

A amostra de Rhodotorula mucilaginosa coletada durante o intervalo de 24
horas de crescimento, em meio YMB, em presenca e auséncia de pireno foram
lavadas em PBS (Tampao Fosfato Salina), pH 7,2, por duas vezes, durante 10
minutos. Em seguida foram fixadas em Glutaraldeido 2,5%, em Tampao Fosfato
0,1M, pH 7,4, durante 1 hora, a temperatura ambiente.

Finda a etapa de fixagdo, a amostra foi lavada novamente com Tampao
Fosfato, duas vezes, durante 10 minutos. Seguiu-se a pés-fixagao, com Tetroxido de
Osmio 1%, em Tampao Fosfato 0,1M, durante 1 hora a temperatura ambiente, em
condigbes de escuriddo. Em seguida a amostra foi lavada com Tampao Fosfato
0,1M, sendo posteriormente submetidas ao processo de desidratacgéo.

Para a desidratacdo foi utilizada acetona em concentragbes crescentes de
50%, 70%, 90% (trés vezes, 10 minutos para cada troca) até a concentracéo
absoluta de 100% (trés vezes, 30 minutos para cada troca). O procedimento seguinte
foi a embebicdo com misturas de acetona e resina epoxi, nas concentragbes de 2:1,
1:1, 1:2 (1 hora em cada etapa) e finalmente resina epdxi pura durante 12 horas. O
emblocamento foi realizado com resina epdxi, sendo o endurecimento total da resina
obtido pela incubagdo em estufa a temperatura de 60°C, durante 72 horas.

Apbs a obtencdo dos blocos, os mesmos foram destinados a ultramicrotomia
(realizada com o micrétomo REICHERT JUNG) para obtencéo de cortes ultrafinos,
os quais foram postos em grades. As grades foram destinadas a observagédo ao
microscopio eletrénico de transmissdo JEOL CX 100 (operando a 80 Kv) e as
eletronmicrografias foram ent&o obtidas e analisadas.

Paralelamente, as amostras foram submetidas ao estudo ultraestrutural,
utilizando a microscopia eletrbnica de varredura. Ao invés de acetona para
desidratagéo foi utilizado etanol em concentragdes crescentes de 50%, 70%, 90%
(trés vezes, 10 minutos para cada troca) até a concentragédo absoluta de 100% (trés
vezes, 30 minutos para cada troca). Apos essa etapa, as amostras foram submetidas
ao ponto critico para a eliminagao total da fase liquida, montada em suporte de
aluminio e metalizada com ouro. Assim preparada, as amostras foram analisadas e

fotografadas no Microscépio Eletrénico de Varredura JEOL LSM 5600.
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2.5.2. Citoquimica para Citocromo Oxidase [14]

Uma suspensao das culturas, controle e tratadas, obtidas no intervalo de 24
horas foram lavadas em solugdo Tampao Salina Fosfato, pH 7,0, por trés vezes,
durante 10 minutos e centrifugada a 2000 rpm, durante 15 minutos. As amostras
foram fixadas em uma solugéo de Glutaraldeido 2,5%, em Tamp&o Cacodilato 0,1M,
pH 7,2, contendo 5% de sacarose, durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds
esse intervalo, as amostras foram lavadas em Tampao Cacodilato 0,1M, pH 7,2 e
Tampao Tris-HCI 0,05M, pH 7,6, contendo 5% de sacarose.

Realizada esta etapa, as amostras foram incubadas em meio contendo 5 mg
de diaminobenzidina (DAB) em 10 mL de Tampdo Tris-HCI 0,05M, pH 7,6. A
incubacao foi realizada durante 60 minutos, a temperatura de 37°C. Posteriormente,
as amostras foram lavadas duas vezes em Tampao Tris-HCI 0,05M, pH 7,6,
contendo 5% de sacarose e em Tampéao Cacodilato 0,1M, pH 7,2, contendo 5% de
sacarose.

A pos-fixagao foi obtida através da utilizagdo do Tetroxido de Osmio 1% em
Tampao Cacodilato 0,1M, pH 7,2, contendo 5% de sacarose, durante 1 hora a
temperatura ambiente e em condi¢gbes de escuridao. Finda esta etapa as amostras
foram lavadas, trés vezes, em Tampao Cacodilato 0,1M, pH 7,2, contendo 5% de
sacarose, durante 10 minutos. A seguir as amostras foram desidratadas em acetona
em concentracgdes crescentes de 50%, 70%, 90% (trés vezes, 10 minutos para cada
troca) até a concentracdo absoluta de 100% (trés vezes, 30 minutos para cada
troca). O procedimento seguinte foi a embebi¢gdo com misturas de acetona e resina
epoxi, nas concentracdes de 2:1, 1:1, 1:2 (1 hora em cada etapa) e finalmente resina
epoOxi pura durante 12 horas. O emblocamento foi realizado com resina epoxi, sendo
o endurecimento total da resina obtido pela incubacao em estufa a temperatura de
60°C, durante 72 horas.

Apo6s a obtengéo dos blocos, os mesmos foram destinados a ultramicrotomia
(realizada com o micrétomo REICHERT JUNG) para obtengéo de cortes ultrafinos,
os quais foram postos em grades. As grades foram destinadas a observagdo ao
microscopio eletrénico de transmissdo JEOL CX 100 (operando a 80 Kv) e as

eletronmicrografias foram entdo obtidas e analisadas.
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2.5.3. Citoquimica para Catalase [15]

Uma suspensao das culturas, controle e tratadas, obtidas no intervalo de 24
horas foram lavadas em solugdo Tampao Salina Fosfato, pH 7,0, por trés vezes,
durante 10 minutos e centrifugada a 2000 rpm, durante 15 minutos. As amostras
foram fixadas em uma solugéo de Glutaraldeido 2,5%, em Tamp&o Cacodilato 0,1M,
pH 7,2, contendo 5% de sacarose, durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds
esse intervalo, as amostras foram lavadas em Tampao Tris-HCI 0,05M, pH 9,0,
contendo 5% de sacarose.

Realizada esta etapa, as amostras foram incubadas em meio contendo 20 mg
de diaminobenzidina (DAB) em 10 mL de Tampao Tris-HCI 0,05M, pH 9,0. A
incubacao foi realizada durante 60 minutos, a temperatura de 37°C. Posteriormente,
as amostras foram lavadas duas vezes em Tampao Tris-HCI 0,05M, pH 9,0,
contendo 5% de sacarose. Finda esta etapa, as amostras foram incubadas em 20
mg de diaminobenzidina (DAB) em 9,8 mL de Tampé&o Tris-HCI 0,05M, pH 9,0 e 0,2
mL de H20, 1%. A incubacéo foi realizada durante 4 horas, a temperatura de 37°C.
As amostras foram lavadas em Tampao Tris-HCI 0,05M, pH 9,0 e em Tampao
Cacodilato 0,1M, pH 7,2, contendo 5% de sacarose.

A pos-fixagdo foi obtida através da utilizagdo do Tetroxido de Osmio 1% em
Tampao Cacodilato 0,1M, pH 7,2, contendo 5% de sacarose, durante 1 hora a
temperatura ambiente e em condi¢gbes de escuriddo. Finda esta etapa as amostras
foram lavadas, trés vezes, em Tampao Cacodilato 0,1M, pH 7,2, contendo 5% de
sacarose, durante 10 minutos. A seguir as amostras foram desidratadas em acetona
em concentracdes crescentes de 50%, 70%, 90% (trés vezes, 10 minutos para cada
troca) até a concentracdo absoluta de 100% (trés vezes, 30 minutos para cada
troca). O procedimento seguinte foi a embebi¢cdo com misturas de acetona e resina
epoxi, nas concentragdes de 2:1, 1:1, 1:2 (1 hora em cada etapa) e finalmente resina
epoOxi pura durante 12 horas. O emblocamento foi realizado com resina epoxi, sendo
o endurecimento total da resina obtido pela incubagdo em estufa a temperatura de
60°C, durante 72 horas.

Apo6s a obtengéo dos blocos, os mesmos foram destinados a ultramicrotomia

(realizada com o micrétomo REICHERT JUNG) para obtencdo de cortes ultrafinos,
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os quais foram postos em grades. As grades foram destinadas a observagdo ao
microscopio eletrénico de transmissido JEOL CX 100 (operando a 80 Kv) e as

eletronmicrografias foram entao obtidas e analisadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudo Ultraestrutural

As leveduras servem como organismos modelo para uma série de
mecanismos e processos celulares, devido ao fato de serem os microrganismos
eucaridticos mais facilmente manipulados. Porém, poucas informacbes sobre a
resisténcia / toleréancia de leveduras frente a presenca de xenobidticos tém sido
publicadas. Entre estes, estudos acerca da morfogénese e ultraestrutura sao
fundamentais.

O estudo ultraestrutural realizado neste trabalho teve como objetivo basico
observar se o pireno poderia induzir alguma alteracdo nas células de Rhodotorula
mucilaginosa, utilizando-se para tal, duas técnicas citoquimicas, especificas para
citocromo oxidase e catalase, diretamente relacionadas com o metabolismo celular.

Considerando os resultados obtidos para o crescimento celular frente a
presenca e auséncia do hidrocarboneto, foram selecionados os tratamentos
realizados com 24 horas de cultivo, fase exponencial de crescimento, e as amostras
com as concentragbes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL. O estudo
ultraestrutural foi realizado para verificar os possiveis efeitos do pireno sobre a
estrutura fina de Rhodotorula mucilaginosa, com uso da técnica de rotina. Através
das micrografias obtidas foi possivel verificar diferengas na eletrondensidade celular
e profundidade das invaginacdes existentes na membrana plasmatica das amostras
controle e tratadas. Nota-se também que o citoplasma se apresenta vacuolizado
(Figuras 1A-D). A parede celular dessas células apresenta um espaco de baixa
eletrondensidade embora, a superficie externa da parede esteja pouco mais
eletrondensa. Pode-se observar citplasma homogeneamente granular, presenca de

nucleo e mitocondrias.
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Figura 1. Eletromicrografias de amostras de Rhodotorula mucilaginosa, Técnica de
Rotina. A (Controle); B (0,25 mg/mL); C (0,5 mg/mL) e D (1 mg/mL). Parede Celular (V);

Membrana Citoplasmatica (»); Vacuolos (e); Nucleo (¢); Corpos Eletrondensos (A)

As figuras 2A, 2B, 2C e 2D exibem amostras das culturas controle e tratadas
com pireno submetidas a citoquimica enzimatica para citocromo oxidase. Nas
micrografias & possivel observar a presenga de organelas tipicas de células
eucaridticas, como mitocdndrias, vacuolos e de uma membrana citoplasmatica
intensamente invaginada. A parede celular mostra-se constituida de trés camadas

basicas que exibem eletrondensidades diferentes e uma forte marcagao é observada
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nas cristas das mitocéndrias de forma distinta em relagdo as amostras controle e
tratadas. Células submetidas ao cultivo em presenga de 0,5 mg/ mL de pireno
apresentaram diferengas mais evidentes.

As analises das micrografias permitem perceber que embora, ocorra maior
deposigcédo de produtos de reagdo sobre a superficie das membranas internas das
mitocéndrias, a densidade de marcacdo nas amostras tratadas € bem menor que
aquela observada quanto a amostra controle. Mitocdndrias observadas sdo bem
maiores em relacdo a amostra controle. Nessas amostras percebe-se a presencga de

inclusdes com alta eletrondensidade.

Figura 2. Eletromicrografias de amostras de Rhodotorula mucilaginosa, Citoquimica
Enzimatica para Citocromo Oxidase. A (Controle); B (0,25 mg/mL); C (0,5 mg/mL) e D
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(1 mg/mL). Parede Celular (¥); Membrana Citoplasmatica (»); Vacuolos (e); Nucleo
(#); Corpos Eletrondensos (A); Mitocondrias («)

Amostras das culturas controle e tratadas submetidas a citoquimica
enzimatica para catalase estdo apresentadas nas figuras 3A, 3B, 3C e 3D. Nessas
células observa-se a presenca de alteragdes na eletrondensidade das mitocéndrias e
dos peroxissomos, 0os quais exibem grande densidade dos produtos de reagdo. Nas
micrografias & possivel observar a presenca de vacuolos e invaginagbes da

membrana citoplasmatica.

200

Figura 3. Eletromicrografias de amostras de Rhodotorula mucilaginosa, Citoquimica
Enzimatica para Catalase. A (Controle); B (0,25 mg/mL); C (0,5 mg/mL) e D (1 mg/mL).
Parede Celular (¥); Membrana Citoplasmatica (»); Vacuolos (e); Nucleo (¢); Corpos

Eletrondensos (A ); Mitocondrias («)
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Considerando a importancia da influéncia das condigbes ambientais sobre os
microrganismos, este trabalho demonstrou que uma substadncia como o pireno é
capaz de influenciar, de acordo com a sua concentragdo a cultura, ndo apenas o
crescimento e a liberacdo de exoenzimas em Rhodotorula mucilaginosa, mas que
também induz o surgimento de alteragdes ultraestruturais, relativas a organizagéo e
distribuicdo de produtos de marcagéo citoquimica.

Os mecanismos de acado desse tipo de substancia devem ser averiguados e
estudados mais profundamente. Além disso, a natureza dos componentes alterados
deve ser avaliada bioquimicamente e uma analise do comportamento do
metabolismo celular em presencga de pireno deve ser realizada.

Nas eletromicrografias obtidas da cultura controle Figura 4 (A e A1) e tratadas
(B, B1, C, C1, D e D1) nos intervalos de 8 horas e 12 horas de crescimento,
observam-se células marcadamente eletrondensas, com superficies homogéneas, e
a presencga de cicatrizes deixadas pela liberagdo das células filhas (brotos), bem
como um grande numero de células em fase de crescimento. Em ambas as
amostras, controle e tratadas, observa-se a presencga de variagdes relativas a forma
e tamanho celulares dos blastoconidios. Blastoconidios ovais e elipséides, também,
foram observados, com dimensées variando entre 2 um a 5 um de didmetro. Brotos
foram visualizados, permanecendo ligados a célula-mae, formando cadeias e
arranjos irregulares.

Por outro lado, as preparacbes obtidas de culturas de Rhodotorula
mucilaginosa com 16 horas e 20 horas de crescimento, para as amostras controle
Figura 5 (A e A1) e tratadas (B, B1, C, C1, D e D1) com pireno nas concentragdes de
0,25 mg/ mL, 0,5 mg/ mL e 1 mg / mL revelaram células com aspectos distintos
daquelas das amostras controle. De uma forma geral, as culturas de Rhodotorula
mucilaginosa tratadas com pireno, no inicio da fase exponencial de crescimento nos
intervalos de 8, 12, 16 e 20 horas, apresentaram alteragdes ultraestruturais. A
amostra tratada com 1 mg / mL de pireno apresentou células menos desenvolvidas
em relacdo as outras amostras. A Figura 6 apresenta os resultados obtidos para as
culturas de Rhodotorula mucilaginosa controle (A e A1) e tratadas (B, B1, C,C1,D e

D1) com pireno nas concentragdes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL apés 24 e
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48 horas de crescimento. Pode-se observar a presenca das alteragdes ja citadas,
como a presenca de blastoconidios, ovais, oblongos ou redondos, exibindo
dimensbes de aproximadamente 5 uym de didametro e apresentando-se isolados,
dispostos em cadeia ou de forma irregular e, exibindo brotamentos multilaterais.

As células de culturas de Rhodotorula mucilaginosa tratadas com pireno nas
diferentes concentragbes, apdés 24 e 48 horas de crescimento, mostraram-se
diferentes daquelas do controle, tanto em 24 horas como para 48 horas de cultivo.
Paralelamente, as preparacdes obtidas de culturas de células de Rhodotorula
mucilaginosa Figura 7 com 72 horas de crescimento, para as amostras controle (A) e
tratadas (B, C e D) exibiram células menos desenvolvidas do que no inicio da fase

exponencial de crescimento.
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MARINHO,

Figura 4. Eletromicrografias de amostras de Rhodotorula
mucilaginosa. Controle (A e A1), 0,25 mg / mL (B e B1); 0,5 mg / mL
(CeC1)e 1,0 mg/ mL (D e D1). Incubados a 28°C, no periodo de 8 e
12 horas, respectivamente. Aumento de 3000X. Blastoconidios (e);
Células-filhas (Brotos) (¢).
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1S5kU X3, 828

Figura 5. Eletromicrografias de amostras de Rhodotorula
mucilaginosa. Controle (A e A1), 0,25 mg / mL (B e B1); 0,5 mg / mL
(CeC1)e1,0mg/ mL (D e D1). Incubados a 28°C, no periodo de 16 e
20 horas, respectivamente. Aumento de 3000X. Blastoconidios (e);

Células-filhas (Brotos) (¢).
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Sum BBB1 JSM-SéBBLU

Figura 6. Eletromicrografias de amostras de Rhodotorula
mucilaginosa. Controle (A e A1), 0,25 mg/ mL (B e B1); 0,5 mg/ mL (C
e C1) e 1,0 mg / mL (D e D1). Incubados a 28°C, no periodo de 24 e 48
horas, respectivamente. Aumento de 3000X. Blastoconidios (e);
Células-filhas (Brotos) (¢).
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Figura 7. Eletromicrografias de amostras de Rhodotorula
mucilaginosa. Controle (A); 0,25 mg / mL (B); 0,5 mg/ mL (C) e 1,0 mg
| mL (D). Incubados a 28°C, no periodo de 72 horas. Aumento de
3000X. Blastoconidios ( e ); Células-filhas (Brotos) ( ¢ ).

A dindmica de qualquer processo envolve grande gama de fatores, a variagao
das condic¢bes fisico-quimicas do meio em que esta inserido o microrganismo, pode
ocasionar mudangas em sua morfologia e ultraestrutura. As mudancgas se referem ao
tamanho das células ou a sua forma, resultando, em alguns casos, em um completo
dimorfismo. As alteragbes podem ocorrer nas organelas, nas membranas e na
parede celular. O aumento ou diminuicao de substancias de reserva, de enzimas e
de outros componentes quimicos s&o outras alteragdes freqientes [8, 9, 10, 11, 16].

Os microrganismos e principalmente os fungos apresentam extraordinaria
versatilidade metabdlica que se deve a combinacgéo do potencial genético individual
das diferentes espécies microbianas em um sistema natural, com enzimas e vias

metabdlicas que evoluiram ao longo de bilhdes de anos. Essas caracteristicas
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permitiram o seu desenvolvimento em condi¢gbes ambientais adversas e faz dos
fungos importantes agentes na remediacdo de ecossistemas contaminados com
xenobiédticos [17].

Sabe-se que o processo de crescimento e diferenciacdo celulares esta
intimamente associado a modificagdes quimicas e estruturais na organizagéo da
célula, as quais funcionam como marcadores para os diferentes estagios de
maturagdo de um organismo. Inumeros fatores influenciam a morfologia e
ultraestrutura de microrganismos. Variagdes na composi¢cdo quimica em fungéo da
composicdo do meio, a idade celular, e estagio metabdlico resultam, por exemplo,
em modificagdes na morfologia e estrutura fina dos fungos [18, 17].

Os efeitos debilitantes do estresse fisico e quimico que sofrem as células
microbianas estdo bem documentados, bioquimicamente e molecularmente,
sugerindo que as células alteradas, mais viaveis foram modificadas fisiologicamente.
O estudo a resposta ao estresse oxidativo é essencial para o entendimento da
fisiologia celular em fungédo de estimulos ambientais, resultando em um mecanismo
de defesa fundamental na presenca de substancias xenobi6ticas. Embora os
mecanismos de adaptacdo de microrganismos a ambientes submetidos a alto
estresse oxidativo ndo estejam totalmente elucidados, postula-se que enzimas como
citocromo oxidase e catalase possam estar envolvidas na eliminagdo da toxicidade
de inumeras substancias toxicas [19].

A introdugdo da microscopia eletrbnica como ferramenta para a analise da
estrutura fina de inumeros tipos celulares, sem duavida, trouxe uma melhor
compreensdo do comportamento celular em fungdo da composicdo quimica e fisica
do ambiente.

A citoquimica ultraestrutural gera informacdes sobre a localizac&o in situ de
moléculas, permitindo a associagdo entre as diferentes atividades bioquimicas de
qualquer tipo celular. Os resultados obtidos com a citoquimica combinados com
dados obtidos por outras metodologias conduzem a elucidagdo das fungdes,
atividades e estado metabdlico de diferentes compartimentos celulares. [20].

As proteinas constituem uma importante classe entre os componentes
quimicos presentes na célula por desempenhar uma série de fungbes essenciais,

entre as quais constituir o principal elemento estrutural, enzimas e encontrar-se
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associado a outros elementos importantes tais como lipideos, carboidratos e acidos
nucléicos. A sua identificagéo e precisa localizagdo permite que se conhega melhor
os mecanismos e fung¢do de determinado tipo e/ou estrutura celular. Desse modo,
atualmente a citoquimica tem auxiliado a identificacdo das proteinas por meio de
tratamentos citoquimicos [20].

Efeitos relacionados a presenga de pireno sobre a estrutura celular de fungos
sdo inexistentes. O emprego do método de rotina para microscopia eletrénica de
transmissdo permitiu verificar variagbes na estrutura fina de Rhodotorula
mucilaginosa em fungdo do cultivo em presenca de diferentes concentragbes de
pireno. Variacbes relativas a eletrondensidade de parede celular, presenca de
mitocéndrias, corpos eletrondensos, estrutura de citoplasma, vacuolizacdo foram
observadas neste estudo, demonstrando pela primeira vez tal comportamento nesta
levedura.

Nascimento et al. [21] analisaram o efeito do Tween 80 em diferentes
concentragdes sobre a ultraestrutura de Candida lipolytica e verificaram que o
surfactante sintético induziu variagdes na distribuicdo de polimeros da superficie
celular, ocorrendo variagdo no padrdo de marcagcdo da superficie celular como
resposta a presenca do surfactante. Além disso, foram observadas variagbes
relativas a eletrondensidade de parede celular, corpos eletrondensos, mitocéndrias e
vacuolizagéo.

A citocromo oxidase e as catalases sao enzimas oxidativas normalmente
encontradas em mitocondrias e peroxissomos. Embora n&o seja essencial para o
crescimento e a sobrevivéncia de microrganismos sob condi¢gdes laboratoriais, tais
enzimas sao fundamentais para a sobrevivéncia em inumeras situagdes de estresse
ambiental. As células sintetizam a catalase em resposta a diferentes condi¢des
ambientais e normalmente estdo situadas no citoplasma, podendo ser visualizadas
na superficie celular. Na regido superficial, local comum para a superoxido
dismutase, ambas as enzimas inibem o acesso de espécies reativas de oxigénio a
componentes sensiveis da membrana celular e citoplasma, podendo atuar
efetivamente nos processos alternativos de reparo celular [22].

Para determinar um possivel mecanismo de adaptacao ao estresse induzido

pelo pireno em Rhodotorula mucilaginosa foram analisados o efeito desse
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xenobiotico sobre a ultraestrutura, em presenca de diferentes concentragées, numa
tentativa de elucidar a distribuicdo, bem como a localizagdo das enzimas citocromo
oxidade e catalase na célula. As células sintetizam as enzimas catalase e citocromo
oxidase como resposta ao estresse oxidativo. A producdo dessas enzimas esta
diretamente relacionada com variagbes bruscas de pH, toxicidade do meio e
starvation [23].

De uma forma geral, as células de Rhodotorula mucilaginosa cresceram em
presenca do pireno, nas diferentes concentragdes testadas, podendo-se observar,
em relagdo as condicdes adversas que lhes foram impostas, alteracdes
relacionadas, a forma e tamanho. Durante o crescimento da levedura foi possivel
verificar a presenca de blastoconidios, com dimensdes de aproximadamente 5 pm,
dispostos de forma irregular e, também, a presenca de brotamentos multilaterais,
reproduzindo-se e formando cadeias. A presenga de pseudomicélios nao foi
evidenciada.

Microrganismos adaptados a ambientes poluidos por residuos industriais e
solventes organicos tém sido caracterizados. Esses microrganismos e sua agdo em
processos que alteram o ambiente, tais como degradacdo de substancias téxicas e
oxidacdo de metais pesados tém sido relatados e estudados ao microscépio
eletronico [24, 25, 26].

Essa capacidade que as leveduras tém para crescer em condi¢cbes adversas,
apresentando mecanismos de adaptagdo e de tolerancia a fatores ambientais faz
destes organismos excelentes modelos experimentais para estudos relacionados a
degradacgao de xenobidticos [27, 28].

Assim sendo, estudos associando a resposta ultraestrutural, citoquimica
enzimatica, em fungos sdo escassos. Analises mais sistematizadas devem ser
realizadas para ampliar o conhecimento acerca das respostas ao nivel celular de
sistemas biologicos para remedicdo de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos.
Desse modo, o presente trabalho é o primeiro a relatar os efeitos do pireno sobre a

estrutura fina de Rhodotorula mucilaginosa.
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4. CONCLUSOES

A analise ultraestrutural de Rhodotorula mucilaginosa cultivado em presenca
de pireno nas trés concentragbes testadas, utilizando-se os métodos de rotina e
citoquimica enzimatica, para citocromo oxidase e catalase foram realizados,
utilizando-se microscopia eletronica de transmiss&o. A partir dos resultados obtidos
com a técnica de rotina foi possivel verificar alteracdes na estrutura fina das células,
relacionadas a presenca de vacuolos, eletrondensidade de parede celular, numero
de corpos eletrondensos e mitocondrias. A citoquimica enzimatica para citocromo
oxidase e catalase mostraram variagbes relacionadas a intensidade e distribuicdo
dos produtos de reagdo na parede celular, na membrana citoplasmatica, no
citoplasma e nas mitocéndrias. Pelo método de rotina, utilizando-se microscopia
eletrénica de varredura, foi possivel verificar e evidenciar diferengas na estrutura fina
das amostras de Rhodotorula mucilaginosa, em relacado aos aspectos morfologicos,
presenca de blastoconidios, organizacdo das leveduras e eletrondensidade das

células, em presenca e auséncia do hidrocarboneto.
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