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RESUMO

O excesso de metais presentes na agua e no sedimento representa uma ameaca a
qualidade dos recursos hidricos, que s&o indispensaveis para a vida no planeta. A
frequente poluicdo do ambiente aquatico estimula a busca por tratamentos sustentaveis.
O mercurio (Hg) € um elemento toxico e ndo essencial para os seres vivos. No entanto,
alguns microrganismos possuem mecanismos de resisténcia que podem contribuir no
processo de descontaminagéo deste metal. Nesse sentido, a biorremediagcédo microbiana
€ uma alternativa promissora para tratar e recuperar areas contaminadas. Yarrowia
lipolytica € um organismo modelo de eucarioto. A levedura € descrita como resistente a
varios estresses ambientais, incluindo metais e hidrocarbonetos. Recentemente, a cepa
UENF-F, isolada da planta aquatica Typha domingensis, foi descrita como resistente a
diversos contaminantes metalicos (Pb, Cu, Co, Zn). O objetivo deste trabalho foi avaliar
a levedura Y. lipolytica UENF-F quanto a capacidade de resistir ao Hg in vitro.
Inicialmente, determinou-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) de Hg para Y.
lipolytica, transferindo-se 10 uL de suspensao de células para placas de Petri contendo
meio LB solido suplementado com HgClz, incubando-as a 30 °C por 7 dias. Em seguida,
foi realizada microscopia éptica (MO) de contraste de fase das col6nias. Para avaliar a
cinética de crescimento sob estresse com Hg, a levedura foi cultivada em frascos
Erlenmeyer de 500 mL contendo meio LB suplementado com HgCl2 (30, 60, 100 e 150
umol.L'1). Amostras do meio fermentado foram coletadas durante o cultivo para analise
por MO. Os resultados mostraram que a cepa foi resistente ao metal, visto que a CIM
alcangou o valor de 350 ymol.L* de Hg. No entanto, foi observada reducéo do tamanho
das colbnias e alteracdes morfologicas na célula. Quanto ao perfil cinético, em meio
suplementado com 30 e 60 umol.L* de HgCl2, o crescimento foi superior ao meio
controle. Em 100 e 150 pmol.L** de Hg, ndo houve inibicdo do crescimento celular.
Observou-se, ap6s um tempo maior de cultivo, incremento de biomassa comparado ao
controle. A levedura apresentou mudancas morfoldégicas quando exposta ao Hg,
sugerindo que concentracdes elevadas do metal induzem a transicdo dimorfica
(levedura-hifa) nesta cepa. Com isso, os dados indicam que Y. lipolytica UENF-F foi
capaz de resistir ao Hg e crescer em sua presenca, sugerindo seu potencial para tratar
ambientes contaminados com este metal.

Palavras-chave: Hg, ambientes aquaticos, microrganismos, biorremediacao.
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ABSTRACT

The excess of metals present in water and sediment represents a threat to water quality,
which are indispensable for life on the planet. The frequent pollution of the aquatic
environment stimulates the search for sustainable treatments. Mercury (Hg) is a toxic and
non-essential element for living beings. However, some microorganisms have resistance
mechanisms that can contribute to the decontamination process of this metal. In this
sense, microbial bioremediation is a promissory alternative to treat and recover
contaminated areas. Yarrowia lipolytica is a model organism of eukaryote. Yeast is
described as resistant to various environmental stresses, including metals and
hydrocarbons. Recently, the UENF-F strain, isolated from the aquatic plant Typha
domingensis, has been described as resistant to various metallic contaminants (Pb, Cu,
Co, Zn). The objective of this work was to evaluate the yeast Y. lipolytica UENF-F for the
ability to resist Hg in vitro. Initially, the minimum inhibition concentration (MIC) of Hgto Y.
lipolytica was determined, transferring 10 pL of cell suspension to Petri dishes containing
solid LB medium supplemented with HgCl2, incubating them at 30 °C for 7 days. Then,
phase contrast optical microscopy (OM) of the colonies was performed. To evaluate the
growth kinetics under stress with Hg, the yeast was grown in Erlenmeyer flasks (500 mL)
containing LB medium supplemented with HgCl2 (30, 60, 100 and 150 pmol L1). Samples
of the fermented medium were collected during cultivation for analysis by OM. The results
showed that the strain was resistant to metal, since the MIC reached the value of 350
pumol. L't Hg. However, a reduction in colony size and morphological changes in the cell
was observed. As for the kinetic profile, in medium supplemented with 30 and 60 ymol.L
! of HgCl2, the growth was superior to the control medium. At 100 and 150 pymol.L* of
Hg, there was no inhibition of cell growth. It was observed, after a longer period of
cultivation, an increase in biomass compared to the control. The yeast showed
morphological changes when exposed to Hg, suggesting that high concentrations of the
metal induce the dimorphic transition (yeast-hypha) in this strain. Thus, the data indicate
that Y. lipolytica UENF-F was able to resist Hg and grow in its presence, suggesting its
potential to treat environments contaminated with this metal.

Keywords: Hg, aquatic environments, microorganisms, bioremediation.
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1. INTRODUCAO

A demanda por agua potavel vem aumentando em todo o mundo (cerca de 20 a
30% até 2050), e muitas vezes os recursos hidricos ndo séo suficientes para atendé-la
(ONU, 2019). Aproximadamente 80% da populacdo mundial esta exposta a altos niveis
de ameacas a seguranca hidrica (Wheater, 2019). Dessa forma, a manutencdo da
disponibilidade da agua doce e a sua potabilidade sdo desafios para a humanidade no
século XXl (Harguinteguy et al., 2016). A problematica dos metais toxicos

biodisponiveis torna esse cenario ainda mais complicado (Figura 1).
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Figura 1. Vias de contaminacdo por metais toxicos de diversas fontes. Os processos naturais (1) e as
atividades antropogénicas (2) podem induzir a toxicidade por esses elementos no ambiente, incluindo
contaminacgdo direta de animais aquéticos (3) e plantas (4), além de causarem efeitos téxicos na saude
humana (5) através de ingestao (6) de agua potavel e alimentos ou inalagao. Fonte: Adaptado de Abidli et
al., 2022.

Processos
naturais

2

Nos ultimos anos, a contaminagédo de ambientes aquaticos por metais toxicos tem
sido um dos principais objetos de estudo das ciéncias relacionadas com o ambiente. Isso
se deve ao fato de que essas substancias tém propriedades de acumulacdo nos seres
vivos e biomagnificacdo na cadeia tréfica, uma vez que ndo sdo degradadas. No entanto,
diariamente, a industria gera residuos que podem conter um ou mais metais toxicos,
dando origem a efluentes quimicamente complexos (Masindi & Muedi, 2018). Por serem
extremamente recalcitrantes e potenciais poluidores de corpos hidricos, esses efluentes

merecem atencgao (Velusamy et al, 2014).
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O mercurio (Hg) destaca-se neste contexto, por se tratar de um poluente que
circula no ar, na agua e no solo, tornando-se um contaminante global, que esta
causando preocupac¢do generalizada (Rani et al., 2021; Selin, 2018). Este metal toxico
é liberado ao ambiente a partir de fontes naturais e antropicas, como agricultura,
mineracdo de ouro e prata, industrias de cloro e soda, petrolifera, farmacéutica,
eletrOnica e de baterias (Yadav, 2017).

As atividades de mineracédo artesanal e de pequena escala sdo a maior fonte de
liberacdo de Hg para o solo e geralmente ocorrem em ecossistemas sensiveis e
biodiversos em todo o mundo. Combater essas atividades pode reduzir a exposi¢céo ao
Hg de 15-20 milhdes de trabalhadores de minas em todo o mundo, bem como novas
emissdes para o meio ambiente e é preciso lidar com a contaminacdo em curso e ja
ocorrida (UNEP, 2021).

A remediacdo de ambientes contaminados com céations metélicos toxicos
emprega convencionalmente técnicas fisico-quimicas de alto custo, que sdo pouco
eficazes e apresentam limitagdes ambientais por ndo serem ecologicas (Abbas et al.,
2017). Por isso, nos ultimos anos, tém se dado maior atencdo aos métodos bioldgicos
de remediacdo de Hg por microrganismos, que sdo mais baratos, tém alta eficiéncia de
remocgéao dos contaminantes, bom desempenho em baixas concentragdes e por serem
alternativas ecologicamente corretas e sustentaveis (Azoddein et al., 2016; Hadiani et
al., 2018a; Hooshdar et al., 2020).

Os organismos candidatos a serem utilizados como remediadores devem dispor
de estratégias para resistir ao agente contaminante e sobreviver mesmo em condicéo
de estresse (Siddiquee et al. 2015). Assim, existem varios métodos de biorremediacdo
ja descritos para a descontaminacdo de metais, por exemplo, biossor¢cdo (uso de
biomassa microbiana morta), bioestimulacdo (estimulacdo da populacdo microbiana
nativa), bioaumentacédo (introduc&o artificial de microrganismos), bioacumulagéo
(internalizacdo por transporte celular), biomagnificacdo (multiplicacdo das
concentracdes ao longo dos niveis tréficos), etc. (Azubuike et al., 2016; Mani e Kumatr,
2013; Sivakumar et al., 2014).

Neste contexto, as leveduras s&o promissoras por apresentarem sistemas
especializados de resisténcia ao Hg. A capacidade de biorremediacdo de Hg por
leveduras vem sendo notada como 6&tima alternativa para solucionar impactos

ambientais aquaticos causados por este contaminante (Araujo et al, 2014).
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Yarrowia lipolytica, uma levedura dimorfica e ndo patogénica, tem sido relatada
na literatura como resistente a diversos metais (por exemplo, Chumbo, Cobre, Cobalto
e Zinco) (Dil et al.,, 2017; Barroso, 2018; Gomes, 2020), apresentando, potencial
adsortivo para Hg?* (Oyetibo et al., 2015, 2016a). A cepa Y. lipolytica UENF-F foi isolada
dos tecidos da macrofita aquatica Typha domingensis, que é reconhecida por seu papel
fitorremediador e € descrita como resistente a Co, Cu e Zn in vitro (Barroso, 2018).

Neste trabalho foi conduzido um estudo para avaliar a capacidade da cepa UENF-
F em resistir a Hg e avaliar o seu comportamento sob estresse causado pela exposicao
ao metal téxico. Ao mesmo tempo, busca-se contribuir para o avan¢o do conhecimento
acerca de uma futura aplicabilidade de Y. lipolytica UENF-F no tratamento de efluentes

industriais contaminados com metais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mercurio (Hg)

O mercurio (Hg) € um metal altamente toxico, com namero atémico 80, peso
atomico padréo de 200,59, ponto de fusao de -38,8 °C, ponto de ebulicdo de 356,7 °C,
densidade de 13,5 g/cm?® e gravidade especifica de 13,5 m/s2. E considerado o 16°
elemento mais raro da Terra e recebe ampla atencéo por ser um dos dez principais
produtos quimicos de crescente preocupacdo com a saude publica de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2019). Seu ciclo biogeoquimico € complexo e

envolve a inter-relacéo entre os sistemas terrestres, aquaticos e atmosféricos (Figura 2).

Hg’—>Hg2"

Hg"-Fe Hg"-Fe
R Hg"Fe  Solos ricos em ferro
A <g:"'-Fe Eroso/Lixiviagho (2]  Hg™Fe Hg™-Fo

Reciclagem répida de Hg Ratengio de Hg em solos ricos em ferro

e

Figura 2. Ciclo do mercurio (Wasserman et al., 2001)

A concentracdo de Hg na crosta terrestre é de ~80 ug kg ! (Gonzalez-Raymat et
al., 2017), ocorrendo naturalmente em trés estados de oxidagdo: mercurio
elementar/metalico (Hg®), mercirio monovalente/mercuroso (Hg!*) ou merclrio
divalente/mercurico (Hg?*). As caracteristicas e a natureza quimica do Hg dependem do
seu estado de oxidacdo (Tabela 1). O Hg° por exemplo, é quimicamente estavel,
podendo permanecer na atmosfera por muito tempo, onde sofre oxidagéo e origina 0s
compostos inorganicos (Liu et al., 2012). Mas devido a sua facilidade de transporte
intercontinental por massas de ar, pode ser depositado em locais remotos na superficie
terrestre, o que explica sua ciclagem (Kocman et al., 2017; Osterwalder et al., 2017; De

Araujo et al., 2019).
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas de diferentes formas de mercurio no meio ambiente.

Nome Formula Valéncia Peso Estado Estado
quimica molecular quimico fisico

Mercurio Hg 0 200,59 Elementar  Liquido
Cloreto de HgCl2 +2 271,50 Inorgénico Sélido
mercurio
Sulfeto de HgS +2 232,66 Inorgénico Sélido
mercurio
Cloreto Ho2Cl2 +1 472,09 Inorgénico Solido
mercuroso
Acetado de HgCsH +2 318,68 Inorganico Sdlido
mercurio
Cloreto de CHsHgCl +2 251,10 Orgénico Solido
metilmercurico
Metilmercurio CHsHg +2 215,66 Orgénico Solido
Dimetilmercurio C2HeHg +2 230,66 Orgénico Liquido

Milhdes de toneladas de Hg foram liberadas globalmente e acumuladas no meio
ambiente desde o inicio da Revolucéo Industrial ha cerca de 200 anos (Han et al., 2006;
Yang et al., 2020), fato também relatado pelo Programa das Nac¢6es Unidas para o Meio
Ambiente (UNEP, 2013). Para o cloreto de mercurio, a concentracdo de referéncia de
inalagdo desenvolvida pela EPA é de 0,3 ug kg e para metilmercurio é 0,1 ug kg?, e
para o mercurio elementar é de 0,3 ug m= de ar (OPAS, 2011). Em 2010, a emissédo
global de Hg foi de 1850 toneladas por ano, ja em 2015 esse valor aumentou 35%,
chegando a 2500 toneladas (ONU, 2018). Segundo a OMS, anualmente, cerca de
10.000 toneladas de Hg séo liberadas em todo o0 mundo a partir de fontes naturais (10%)
e antropogénicas (30%), expondo humanos, animais e plantas (Cui et al, 2014).

No periodo de 2010 a 2013, o Brasil emitiu 39.214 kg de Hg para o ambiente,
sendo a maior parte decorrente da mineragéo de ouro (22.500 kg) (UNEP, 2018). Os
locais mais ameacados no pais séo terras ocupadas por florestas e populacdes nativas
como indigenas e quilombolas, o que torna o problema ainda mais grave, considerando
gue se tratam de popula¢gdes minoritarias e mais vulneraveis a doencgas, o que amplifica
0 potencial de disseminacdo dos danos causados pela exposicdo ao metal toxico
(Schwartzman, 2002).

18



A poluicdo por Hg representa uma ameaca direta ao solo e aos corpos d'agua o
que oferece um risco indireto de longo prazo para a satde humana. Os seres humanos
ocupam o nivel tréfico mais alto da cadeia alimentar, portanto, sdo 0s principais
prejudicados com a biomagnificacdo do Hg (Ansari et al., 2009; Azevedo e Rodriguez,
2012). Ambas as formas inorganicas e organicas de Hg podem acumular-se no corpo
humano e causar danos a 6rgaos vitais. Das doencas causadas por metais toxicos, 23%
estdo ligadas a forma organica de metilmercuario (Gibb et al., 2019), entre elas: doenca
de Minamata, transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH), céancer,
diabetes, cardiomiopatia, dermatite e fibrose pulmonar (Harada, 1995; Kim et al., 2013;
Chowdhury et al., 2016; Roy et al, 2017). Por todas essas razbes, o Hg tem sido a
terceira substancia perigosa na lista de prioridades da Agéncia dos EUA para
Substancias Toxicas e Registro de Doencas por décadas (ATSDR, 2019).

Dado que o Hg pode existir em diferentes espécies quimicas que variam em
toxicidade e mobilidade, e que a maioria dos compostos quimicos que contém este
elemento estdo presentes naturalmente no meio ambiente, € essencial identificar os
mecanismos que mobilizam esse elemento nos ecossistemas e revelar sua especiacao.
Neste sentido, vém sendo realizados especialmente estudos da contaminacdo do meio
aquatico por Hg.

2.2 Contaminacdo de ambientes aquaticos por Hg

A 4gua é o recurso mais importante e necessario para sustentar a vida. No
entanto, a demanda hidrica continua estd ameacando 0s servicos ecossistémicos e a
saude ambiental do planeta (Hussain et al., 2019). A urbanizacdo, o desmatamento e a
grande extenséo de terras cultivadas (1,5 bilh&o de hectares em todo o mundo) tiveram
um impacto significativo na hidrologia e na qualidade das aguas (UNESCO, 2020). O
lancamento de esgotos e de residuos urbanos e industriais sem tratamento nos corpos
hidricos causaram um grave problema de abastecimento para a populacédo (Silva et al,
2018).

A poluicdo global por Hg nos ecossistemas € motivo de preocupacédo, pois o
crescimento populacional e a continua expansdo da produgcdo e das atividades
antropogénicas tém impulsionado sua difusdo em escala mundial (Obrist et al., 2018).

Nos aquiferos, a contaminacdo por Hg atinge as aguas subterrdneas, que sé&o
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comumente utilizadas como fonte de agua potavel para a populacdo ou de irrigacéo para
areas agricolas (Spyropoulou et al., 2018).

Soerensen et al (2013) mostraram que agua de superficie, agua subterrédnea e
marinha podem conter altas concentracées de Hg®. Portanto, deve-se fiscalizar
atividades contaminantes, principalmente, as mineradoras e incentivar a redu¢ao do uso
de Hg como estratégias para mitigar a contaminacdo por este metal. Até em locais
remotos, como a Antartica, Hg ja é encontrado devido a volatilidade da espécie HgP,
permitindo seu transporte e deposi¢céo longe de sua fonte primaria (Cipro et al., 2017).
Sabe-se que uma proporc¢do significativa do Hg global é armazenada nos oceanos, com
as areas costeiras do hemisfério norte (incluindo o Atlantico Norte, Mar Mediterraneo e
Pacifico Norte) sendo relatadas como as areas de maior emissao e reemissao de Hg em
comparacao com o hemisfério sul, e isso se deve principalmente a atividades antrépicas
(Sprovieri et al., 2010).

Recentemente, Lavoie et al. (2018) estimaram que o volume de Hg transportado
do oceano para a terra através da pesca foi de 13 toneladas no ano de 2014, com 0s
paises asiaticos sendo os principais contribuintes. O consumo de peixes é uma das
maiores fontes de exposicao per capita ao Hg (Perez et al., 2019). Apés ingestdo desses
organismos, aproximadamente 90-95% do MeHg é absorvido através do trato
gastrointestinal, podendo avancar para o sistema nervoso central e a placenta (Jinadasa
e Fowler, 2019).

No Brasil, alguns rios de Minas Gerais e, também, da Amazobnia estédo
contaminados com Hg em funcdo da atividade mineradora de ouro (Windmoller et al.,
2015; Araujo et al., 2018). No estado do Rio de Janeiro, a regido da Bacia de Campos
(RJ), que é influenciada pelo abastecimento de agua doce dos rios Macaé, Sao Joao e
Paraiba do Sul, também transporta grande quantidade de sedimentos e Hg do continente
para o oceano (Araujo et al, 2017). Por exemplo, em 2014 na bacia do Rio Paraiba do
Sul houve um aumento nos niveis de Hg total e CHsHg* em diferentes espécies de peixes
(Azevedo, 2018).

A fim de estabelecer valores aceitaveis de Hg em diferentes compartimentos do
territorio brasileiro, o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA, Resolugdo N°
357/05) determina que a concentracdo maxima de Hg nas aguas doces de Classe 1 e 3
seja 0,0002 mg L e 0,002 mg L1, respectivamente (CONAMA, 2005). Na tabela 2 estédo

os valores maximos estabelecidos para as diferentes classes de agua superficiais
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definidos pela mesma resolucdo. A OMS estabeleceu que as concentragbes méaximas
permitidas de Hg?* na 4gua potavel devem estar em 0,001 mg L* (Back et al., 2017; Selin
et al., 2018).

Tabela 2. Valores limites de Hg em aguas superficiais no Brasil (CONAMA, 2005).

Corpo de Agua Classe Concentragio de Hg total (mg L)
Agua Doce Classe 12 0,0002
Classe 3¢ 0,002
Agua salina Classe 1 0,0002
Classe 2° 0,0018
Agua salobra Classe 1 0,0002
Classe 2 0,0018

a: Aguas destinadas ao abastecimento para consumo humano, & recreagdo de contato primario, a
protecdo das comunidades aquaticas;

b: Aguas destinadas a pesca amadora e a recrea¢do de contato secundario;

¢. Aguas destinadas ao abastecimento para consumo humano, a irrigacdo de culturas arbéreas, a
recreacdo de contato secundario e a pesca amadora.

Muitas tecnologias ambientais convencionais foram desenvolvidas e aplicadas em
casos de contaminacdo por Hg, por exemplo, biorremediacao, filtracdo por membrana,
troca ibnica e adsorcdo. Mas o maior desafio € que os metais ndo podem ser degradados
ou mineralizados, porque ja estdo no estado elementar (Wu et al., 2016). Além disso, a
maioria das tecnologias que tratam solo, agua e ar contaminados com Hg sao baseadas
em processos fisicos e quimicos, que exigem alta manutencao e produzem poluentes
secundarios (Abbas et al., 2017; Li, 2019). Nesse contexto, € preciso explorar técnicas
alternativas e menos custosas, como a biorremediagao, para tratar e/ou recuperar esses

ambientes contaminados.
2.3 Biorremediacéo de Hg

Biorremediagcédo é uma técnica caracterizada pela utilizagdo de organismos vivos
para remover contaminantes ou torna-los menos téxicos ao ambiente. Quando esses
contaminantes sao 0s metais, 0 emprego da técnica visa sua neutralizacdo e remocéao
para reduzir sua biodisponibilidade (Alvarez et al., 2017). Assim, a biorremediag&o tem
grande potencial para tratar efluentes de forma que atenda aos requisitos do

desenvolvimento sustentavel, fornecendo simultaneamente beneficios ao bem-estar
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humano e a biodiversidade. Além de ser uma técnica segura e promissora, € um método
com alta resisténcia para responder a condi¢cdes adversas (Abidli et al, 2022).

Em geral, as tecnologias de biorremediacdo usadas para a remocéo de metais de
aguas residuais podem ser divididas em duas classes principais: a fitorremediacao (ou
seja, assistida por plantas) e a remediagdo assistida por microrganismos (Carvajal-
Flérez e Santiago-Alonso, 2019; Chen et al., 2020; Iravani e Varma, 2020; Jiménez et
al., 2018). Devido as suas caracteristicas biolégicas, plantas, algas, bactérias e fungos
destacam-se nesse processo (Abatenh et al., 2017).

Plantas aquaticas como Typha domingensis podem ser utilizadas na
biorremediacdo de metais em corpos hidricos, pois conseguem tolerar, remover e
acumular esses elementos, incluindo Hg (Uclincii et al., 2013; Harguinteguy et al., 2015;
Jha et al., 2016). Popularmente conhecida como taboa, essa planta tem sido utilizada
no tratamento de efluentes, podendo estocar altas concentragdes de metais (Mufarrege
et al., 2015).

Da mesma forma, varios microrganismos como bactérias, fungos e algas tém sido
usados para mitigar ambientes contaminados por metais (Kim et al., 2015). A aplicacao
de cepas resistentes na forma Unica, em consércio e imobilizada para a remediacéo
produziu resultados efetivos e tem sido estudada para tratar efluentes contaminados
com metais toxicos (Dixit et al., 2015; Naguib et al., 2018).

Bactérias resistentes ao Hg podem bioacumular, adsorver e/ou biomineralizar
este metal, reduzindo sua concentracéo e biodisponibilidade (Dash e Das, 2015; Ndu et
al., 2015). A aplicacédo de bactérias tem sido frequente na remocédo de Hg de aguas
industriais contaminadas (Wagner-Dobler, 2013; Veladsquez-Riafio e Benavides-Otaya,
2015). Wagner-Dobler et al. (2000) demonstraram com sucesso a biorremediagcao
através do uso de uma populacdo de bactérias do género Pseudomonas capazes de
reduzir o Hg*? em Hg® com o objetivo de remover Hg inorganico dos efluentes de uma
industria de cloro-soda. Este processo resultou na remocdo de até 99 % do Hg*?
presentes nos efluentes desta inddstria em um periodo de 56 h.

Os fungos também tém desempenhado papel reconhecido na remediagcédo de
metais in vitro (Chang et al., 2019; Kurniati et al., 2014a, 2014b; Urik et al., 2014).
Segundo Hoque e Fritscher (2016), a espécie Mucor hiemalis removeu mais de 99% de
Hg da agua através de adsorcédo e bioacumulagdo. O fungo Lecythophora sp. DC-F1

em conjunto com biochar de solo poluido obtiveram uma taxa de eficiéncia de remocao
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de 13,3-26,1% de Hg apds 56 dias de tratamento (Chang et al. 2019). Voijant et al.
(2011) mostraram que a fitorremediacdo usando Triticum aestivum foi capaz de remover
70% de Hg em 3 anos de estudo em plantacfes de trigo.

Os mecanismos de biorremediacdo de Hg em fungos ndo sao completamente
elucidados na literatura, mesmo eles sendo descritos como sorventes para uso na
desintoxicacdo de fontes de agua contaminadas. No entanto, estudos sugerem que a
biorremediacdo com fungos € uma tecnologia eficaz para a remediacdo de ambientes
aguaticos contaminados com metais toxicos (Parameswari; Lakshmanan; Thilagavathi,
2010; Iram et al., 2013).

2.3.1 Uso de fungos na biorremediacéao

Sabe-se que os fungos sdo amplamente utilizados como biossorventes para a
remocdo de metais tdéxicos com excelentes capacidades de absorcdo e recuperacao
(Dursun et al., 2003). A maioria dos estudos envolvendo esses microrganismos mostra
gue células fungicas desempenham um papel significativo na adesdo de produtos
guimicos inorganicos (Goffeau e Slayman, 1981; Franchi et al., 2016). Rahman e Singh
(2020) forneceram informacdes atualizadas sobre diferentes processos para a remoc¢ao
de metais pesados, dentre eles, a oxida¢do-reducao, biomineralizacéo, bioprecipitacao,
biolixiviacdo, biovolatilizac&o, biossorcdo, bioacumulacao e fitorremediacao.

Apesar da toxicidade do Hg, pouco se sabe sobre seu impacto nas comunidades
fungicas. Os fungos sé@o geralmente mais tolerantes que as bactérias em relacdo aos
metais (Rajapaksha et al., 2004) e foram considerados menos afetados pelo Hg do que
comunidades bacterianas em solos florestais (Rieder e Frey, 2013, Frossard et al.,
2017). Assim, sdo bio-recursos importantes para a remediacdo de ambientes poluidos
devido a sua grande biomassa, boa viabilidade e necessidades nutricionais simples (Pal
et al., 2010).

Os fungos tém uma proporcdo maior de material da parede celular, o que aumenta
grupos funcionais para ligacdo ao metal e a capacidade de sequestro desse tipo de
contaminante (Svecova et al. 2006). Além disso, a desintoxica¢do de metais por fungos
€ um processo complexo, que depende da qualidade, tipo de biomassa, quimica do
metal e variaveis ambientais, tendo necessidade de um estudo detalhado (Lemos et al.,
2008).
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A exposicdo prolongada a Hg pode alterar a estrutura e a funcdo das
comunidades, selecionando espécies capazes de resistir e metabolizar os agentes
toxicos por meio de mecanismos adaptativos (Cea et al., 2010). Os fungos podem
absorver Hg?* e reduzi-lo a Hg® ja que a presenca intracelular de Hg metdlico ocorre
em ambientes aquaticos contaminados com HgClz (Hoque e Fritscher, 2016).

Os mecanismos de desintoxicagdo do Hg em fungos envolvem geralmente
bioacumulacdo (processo de absorcdo e acumulo de substancias ou compostos
guimicos no organismo) e biovolatilizacdo (processo de reduzir os compostos quimicos
a vapor) (Urik et al., 2014; Chang et al., 2020; Pietro-Souza et al., 2020). Fungos
microscoépicos, incluindo algumas leveduras, exibem resisténcia consideravel ao Hg,
dependendo principalmente da biossorcao, onde o metal é adsorvido sobre a superficie
celular (Martinez-Juarez et al., 2012; Oyetibo et al., 2015). Segundo Kurniati et al.
(2014b), Aspergillus flavus foi capaz de remover 97,50 e 98,73% de Hg dos sistemas
estatico e agitado, respectivamente.

Vérias cepas de levedura como Hansenula polymorpha, Saccharomyces
cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Rhodotorula pilimanae e Pichia guilliermondii tém sido
usadas para bioconverter metais toxicos (lgiri et al., 2018). Segundo Lee et al. (2008)
um consorcio enriquecido com leveduras foi eficiente na remogédo de 99-100% de
diferentes metais (incluindo Hg*?) presentes em agua contaminada, o que evidencia o
papel importante desse grupo de microrganismos na ciclagem global do elemento em
um ambiente natural.

Uma levedura em especial, Yarrowia lipolytica, tem sido eficiente em acumular
alguns metais, incluindo Hg (Asfaram et al., 2016; Dil et al., 2017; Wierzba, 2017; Bankar
et al., 2018). A medida que novas cepas sdo identificadas, € interessante avaliar o
potencial para a remocado de metais, bem como a resposta fisioldégica apds exposicéo

ao metal, que séo pouco esclarecidas.

2.4 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € um microrganismo eucariético, pertencente ao reino Fungi,
filo Ascomycota e classe Saccharomycetes (Liu et al., 2015). O nome lipolytica vem da
capacidade desta levedura em hidrolisar lipidios (Nicaud, 2012). Tem ainda a habilidade

de se apresentar, reversivelmente, com diferentes formas morfoldgicas (células ovéides,
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pseudo-hifas e hifas verdadeiras), sendo um organismo modelo nos estudos de
transicao dimorfica (Zhao et al., 2013; Li et al., 2014; Cogo et al., 2018). Acredita-se que
o desenvolvimento de filamentos em fungos dimorficos seja um comportamento de
forrageamento, que ajuda as células a procurar nutrientes (Gimeno et al., 1992).

Originalmente chamada Candida lipolytica, tal espécie esta entre as chamadas
leveduras ndo-convencionais (de baixa acdo fermentativa) e seu estudo tem atraido
grande interesse para aplicacbes comerciais e biotecnoldgicas. E um microrganismo
estritamente aerobio, que consegue se desenvolver em diferentes valores de pH e
apesar de ter crescimento 6timo a 30 °C, também é capaz de crescer em uma ampla
faixa de temperatura entre 5 e 32 °C (Barth e Gaillardin, 1997, Gu et al., 2020).

Devido as caracteristicas fisiologica, metabdlica e genética especificas e a
disponibilidade de sua sequéncia gendmica completa, Y. lipolytica tornou-se um
organismo modelo, utilizado por diversos grupos de pesquisa em aplicacoes
biotecnologicas e ambientais, como a biorremediagdo de contaminantes toxicos
(Zinjarde e Pant, 2000; Lan et al., 2009; Braga et al., 2016). Trabalhos recentes relatam
Y. lipolytica como um microrganismo envolvido em processos de producdo de &cido
citrico (Carsanba et al., 2019), producéo de lipase (Pereira et al., 2019), producéo de
biodiesel (Katre et al., 2018) e biorremediacdo de metais (El-Sayed et al., 2018) e
tratamento de efluentes de petrdleo (Csutak et al., 2015), mostrando seu potencial para
diversas aplicacdes. Além disso, é uma levedura ndo patogénica (Zinjarde et al., 2014).

O potencial biotecnoldgico da levedura, até entdo relacionado a excrecdo de
enzimas de interesse comercial e pela producdo de acidos organicos e lipideos (Barth
e Galillardin, 1997), também € atrelado a resisténcia a metais (Bankar et al., 2018). Os
metais ficam aderidos a parede celular da levedura ou séo internalizados para o citosol
e armazenados nos vacuolos (Nicaud, 2012). Outra vantagem € a sua capacidade de
assimilar varias fontes de carbono, como glicose, glicerol e alguns substratos
hidrofébicos (Liu et al., 2015).

Cepas isoladas de diferentes ambientes demonstraram capacidade de biossor¢ao
de diferentes metais (Ni%*, Zn?*, Hg?*, Pb%* e Cu?*) (Oyetibo et al., 2016b; Dil et al., 2017;
Wierzba, 2017). Isso ocorre devido aos multiplos mecanismos de resisténcia utilizados
pela levedura (Bankar et al., 2009) para suportar os estresses abiéticos. Para ions Hg?",
Dil et al. (2017) relatou que a capacidade de absorcédo por células de Y. lipolytica foi de
99,26 % em pH 6,4. Oyetibo et al., 2016b também relataram que os exopolissacarideos
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(EPS) produzidos por esta mesma levedura foram capazes de adsorver Hg tanto na
parede celular quanto em esferoplastos.

A cepa de Y. lypolitica UENF-F estudada por Gomes (2020) obteve resultados
promissores e se mostrou resistente ao crescer em altas concentracdes de Cu (CIM: 23
mmol L), Co (CIM: 15 mmol L) e Zn (CIM: 51 mmol L1). Em ensaios de associacédo
com a planta aquatica Salvinia auriculata, Barroso (2018) também descreveu a mesma
levedura como sendo um microrganismo capaz de promover o crescimento vegetal e
resistir a Cu.

O sucesso da biorremediagédo depende do organismo a ser utilizado em cada
caso, considerando os fatores ambientais, tipo e concentragdo dos contaminantes
(Roychowdhury et al., 2019). E com o conhecimento da sustentabilidade e gestdo
ambiental, tem surgido cada vez mais a necessidade de encontrar novos organismos
que tenham uma capacidade intrinseca de resisténcia ao Hg e, ao mesmo tempo,
eficiéncia desintoxicante. Para verificar o interesse e disponibilidade de tais produtos
biotecnoldgicos, foi realizada uma analise de propriedade intelectual através da consulta

a bancos de patentes.

2.4.1 Propriedade Intelectual

Ao fazer a busca nas bases de dados (ESPACENET, INPI, LATIPAT e
PATENTSCOPE), foram utilizadas diferentes combina¢cdes com 0s seguintes termos,
em inglés: bioremediation, water, Hg, microorganism, yeast e Yarrowia. O resultado da
consulta mostrou que a partir dos termos bioremediation e microorganism foram
encontradas 504 patentes. Ao acrescentar o termo water, 0 nimero de documentos
diminuiu para 319. Ao filtrar para termos mais especificos como yeast, os resultados
reduziram consideravelmente, obtendo 44 patentes. Ao adicionar a palavra-chave
Yarrowia na busca, nao foi encontrado nenhum resultado.

A pesquisa sugere que inovacgOes, tecnologias e servicos envolvendo a
biorremediacdo de ambientes aquéticos contaminados por Hg e leveduras
potencialmente resistentes, como é o caso da Y. lipolytica UENF-F, ainda sdo pouco
exploradas.

Nesse contexto, o desenvolvimento de inovacdes em biorremediacdo com

microrganismos benéficos é de grande relevancia para solucionar a problematica da
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contaminacgao por metais. E apesar de poucos, os estudos com esta espécie de levedura
demonstraram resultados promissores quanto ao seu UusO em processos de
biorremediacao, tornando importante entender seu metabolismo sob estresse com Hg e

avaliar o potencial biotecnolégico para aplicacfes sustentaveis futuras.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a levedura Yarrowia lipolytica UENF-F quanto a capacidade de resistir a
Hg em ensaios in vitro, visando a sua utilizacdo para aprimorar processos de

biorremediagéao.
3.2 Objetivos Especificos
A. Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) de Hg para Y. lipolytica;

B. Estudar o perfil cinético de crescimento da cepa em meio liquido suplementado

com diferentes concentracdes de Hg;

C. Analisar o consumo de glicose durante o processo fermentativo na presenca e

auséncia de Hg;

D. Avaliar a producdo de biomassa pela levedura em meio de cultivo contendo Hg

através da quantificacdo do peso seco;

E. Identificar possiveis alteragcdes na morfologia da colénia e na estrutura das

células sob estresse causado pela exposi¢do ao Hg;

F. Avaliar o perfil de alteracdo do pH no meio de cultivo na presenca e auséncia de
Hg;

G. Observar a viabilidade celular ap6s o cultivo contendo elevadas concentracdes
de Hg.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material biolégico e solucao de Hg

Alevedura Y. lipolytica UENF-F foi isolada da planta aquatica Typha domingensis,
coletada na lagoa do Campelo, que fica localizada entre os municipios de Campos dos
Goytacazes e S&o Francisco do Itabapoana (Barroso, 2018). Inicialmente, a cepa foi
estocada em solucao de 6leo mineral em temperatura ambiente. Posteriormente, para
ativacdo das células, uma alcada (= 1uL) da cultura estoque foi inoculada em estrias
cruzadas na placa de Petri contendo meio de cultura. A placa foi incubada por 24 h a 30
°C em estufa bacterioldgica (Heraeus Instruments). Apos a identificacdo visivel das
colénias, as placas foram estocadas em geladeira a 4° C.

O sal utilizado para preparo da solucéo estoque foi o HgClz, em sua forma soluvel,
preparado com agua ultra-pura na concentracdo de 0,5 mol L. A esterilizacdo foi
realizada por filtragcdo (filtro K18-230 0,22 um, KASVI) conforme descrito por Intorne
(2012). No meio de cultura estéril, a adicdo do metal ocorreu no momento de verté-lo
nas placas de Petri ou nos frascos Erlenmeyers, evitando que houvesse interacdo do

metal com o meio de cultura durante o processo de autoclavacéo.

4.2 Meio e condi¢des de cultivo

Para o cultivo da levedura, preparo de culturas estoques e indculos foi utilizado o
meio Luria-Bertani (LB) modificado (Tabela 3). Todos os componentes do meio foram
pesados, dissolvidos em agua destilada e, ap6s solubilizacdo e acondicionamento em
frascos, o pH foi ajustado, com NaOH, para 6,0. Depois do preparo, o meio foi
esterilizado em autoclave vertical (CS-50, PRISMATEC) a 121 °C e 1 atm por 15 min.
No cultivo em meio liquido, as culturas foram incubadas a 30 °C em agitador orbital
(Shaker SL-222, SOLAB, Piracicaba, Brasil) a 160 rpm. Para o meio sodlido, foi
adicionado 15 g de agar L. As placas de Petri foram incubadas em estufa
microbiolégica a 30 °C. O mesmo meio de cultivo foi utilizado para os ensaios de

Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) e de fermentagdo com concentracdes de HgClo.
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Tabela 3. Composicdo do meio de cultura LB modificado.

Concentragao
Reagente (Q/LY)
Peptona de caseina 10,0
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sédio 5,0
Glicose 10,0
Agar* 15,0

*Componente adicionado apenas ao meio sélido.

Para o preparo da cultura estoque, um tubo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de
LB liquido foi inoculado pela transferéncia direta de 5% (v/v) da cultura estocada a -70
°C e incubado a 30 °C/160 rpm em agitador orbital até atingir a fase exponencial do
crescimento, que foi medida pela densidade 6tica (D.O) a 600 nm, empregando-se
espectrofotometro (SHIMADZU UV1800). Posteriormente, um volume de 800 uL desta
cultura foi transferido para tubos de 1,5 mL contendo 200 pL de glicerol 50%, os quais
foram armazenados em freezer a -70 °C.

Para o preparo de inéculos, frascos Erlenmeyer com chicana de 250 mL contendo
50 mL do meio LB foram inoculados pela transferéncia direta de 500 pyL da cultura
estoque, cobertos com manta feita de algodao e gaze e incubados a 30 °C/160 rpm em

agitador orbital até atingir a fase exponencial do crescimento.

4.3 Ensaio de Concentracao Inibitoria Minima

Para avaliar a resisténcia da levedura ao Hg foram realizados ensaios para
determinar a sua CIM, definida como a menor concentragdo de uma substancia capaz
de inibir o crescimento de um organismo (Wiegand et al., 2008). Para tanto, foi utilizada
a solucéo estoque de HgClz.

O meio solido foi vertido em placas de Petri (esterilizadas) no fluxo laminar e
posteriormente, foram mantidas em estufa bacteriologica a 30°C por 24 horas, como
forma de controle da esterilidade.

Em triplicata, uma aliquota de 10 pL do in6culo em fase logaritmica de
crescimento (mid-log) foi transferida para as placas de Petri contendo meio LB
suplementado com concentragdes crescentes de HgCl2 (30, 150, 250, 300 e 350 pmol.L"
1). As placas inoculadas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 30 °C por um tempo

de exposicdo de 7 dias. Para controle, o crescimento também foi realizado em placas
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de Petri com meio LB sem adicdo de metal. Apds esse periodo, foi feita a avaliacdo do
crescimento celular através da visualizagcdo ou nao de colbnias e afericdo do diametro
das mesmas. Para estudo da morfologia das células nessas colbnias, foram coletadas
amostras para preparo de laminas a fresco e analise em microscopio optico.

Para cada concentracdo de metal utilizada neste trabalho foram realizados no
minimo trés experimentos independentes. Em cada experimento as amostras foram

analisadas em triplicata.

4.4 Cinética de crescimento de Y. lipolytica

Foram avaliados os perfis cinéticos de crescimento da levedura em meio contendo
HgClz e as concentragbes do metal utilizadas foram baseadas no resultado obtido na
CIM (item 4.3). Esse experimento teve como objetivo avaliar o crescimento celular da
levedura na auséncia e presenca do metal téxico em diferentes concentracdes em
funcdo do tempo de fermentacéo sob agitacao.

Para tanto, o cultivo foi feito em triplicata em frascos Erlenmeyer de 500 mL com
chicana contendo 95 mL de meio LB suplementado com concentracdes crescentes de
Hg (30, 60, 100 e 150 pmol.Lt de HgCl2) e controle (sem adicdo de metal), e adicionados
com 5 mL do in6culo. Os frascos foram cobertos com manta feita de algodao e gaze e
incubados em agitador orbital a 30 °C/160 rpm. Durante todo o processo fermentativo,
os valores de D.O foram medidos em espectrofotbmetro em comprimento de onda de A
= 600 nm com intervalos de tempo regulares, até atingir a fase estacionaria. No tempo
final, as culturas de cada frasco foram repicadas em placas de Petri, por estria simples,
contendo meio LB sdlido sem adicdo do metal toxico para avaliar a viabilidade celular
apos exposicdo ao HgCl.. Amostras do meio fermentado foram coletadas e
armazenadas para posterior quantificacdo do metal por espectrometria de emisséo
atdbmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-AES). Tais analises ainda nao foram
realizadas.

Todos os ensaios de cultivo foram realizados em triplicata com experimentos

independentes.

4.5 Quantificacao de glicose
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A concentracdo de glicose foi determinada pelo método descrito por Lindsay
(1973). Brevemente, uma aliquota do meio fermentado foi centrifugada a 15.000 rpm por
5 min. Em um tubo de ensaio, foram adicionados 250 pL do sobrenadante e 250 pL de
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS), mantendo-se a mistura em banho-maria a 100 °C/15
min. Apos resfriamento, foram adicionados 2 mL de 4gua ultrapura aos tubos, seguindo-
se a leitura da absorbancia a 540 nm (SHIMADZU UV-1800). Glicose foi utilizada como

padrao.

4.6 Quantificacao de biomassa

A guantidade de biomassa produzida durante a fermentacdo foi determinada
através do método direto, que consiste na secagem do material produzido e
determinacao do peso seco.

Para quantificar o peso seco, 90 mL do meio fermentado de cada tratamento foi
centrifugado a 5000 rpm por 20 min (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) e lavado por 3 vezes com agua destilada. Em seguida, o material foi
colocado para secar em cadinhos limpos e numerados na estufa de circulagao (Nova
Etica Produtos e Equipamentos Cientificos, Vargem Grande do Sul, Brasil) durante 24
h a 50 °C (temperatura definida com base em trabalhos com Hg descritos na literatura).

Apos resfriamento por 20 min em dessecador, os cadinhos foram pesados e os

valores convertidos em concentracao celular (mg/L) através da equacao:

Peso seco (g/L) = (peso tubo com biomassa(g) — peso tubo vazio (g)) x 1000

volume de fermentado utilizado (mL)

4.7 Teste de pH

Para verificar possiveis variagcdes de pH apds a adicdo de Hg, foi aferido o pH
inicial da cultura. Como ndo houve alteracéo significativa do pH apos adicionar HgClz,
foi mantido o ensaio com pH inicial ajustado para 6,0. Ao final do cultivo, foi aferido o pH
novamente, em cada tratamento, para verificar se houve alteracdo como resposta ao

estresse causado pelo metal toxico.
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4.8 Microscopia Optica

As andlises de Microscopia Optica (MO) foram realizadas no Laboratério de
Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM), pertencente ao Centro de
Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da UENF. As analises microscopicas das células
coletadas em diferentes fases de crescimento foram realizadas nas amostras de
levedura dos tratamentos controle e com as concentracdes de Hg utilizadas neste
experimento. Todas as metodologias utilizadas nas microscopias deste item foram
adaptadas de Mathias et al. (2020).

4.8.1. Fixacdo de amostras

As amostras retiradas dos ensaios de cinética de crescimento foram previamente
fixadas antes de serem analisadas no MO. Para tanto, 500 uL de meio fermentado foram
retirados em tempos previamente estabelecidos e centrifugados a 13.000 rpm por 5 min
(Centrifuge 5418 R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi descartado.
Em seguida, as amostras foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4,0% e tampdo cacodilato 0,1 mol L?. Entdo, as amostras foram

mantidas em geladeira a 4 °C até seu processamento.

4.8.2. Acompanhamento da morfologia

Para observar possiveis alteracdes morfoldgicas, as células sob estresse foram
observadas em microscépio Optico Axioplan ZEISS (Carls Zeiss, Jena, Alemanha),
adaptado com camera digital AxioCam MRc5 para captura de imagens, e software
AxioVisionLE versdo 4.8 (Carls Zeiss, Jena, Alemanha) para andlise das imagens. No
ensaio de CIM (Item 4.3), foi retirada uma aliquota a fresco da borda e do centro das
colénias de cada tratamento. As células foram ressuspendidas em 10 puL de agua
destilada sobre as laminas, que em seguida foram cobertas com laminulas e observadas.
No ensaio de cinética de crescimento (Item 4.4), 4 uL das amostras fixadas foram
colocadas em laminas, cobertas com laminulas e observadas. Ambos os ensaios, foram

observados no microscépio, utilizando a técnica de Contraste Diferencial Inferencial (em
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inglés, DIC - Differential interference contrast) em um aumento de 630x (63 vezes da
objetiva e 10 vezes da ocular).

4.9 Andlise Estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados usando o GraphPad Prism
software versao 6.0 para o Windows (GraphPad Software, San Diego, CA), e expressos
como média + desvio padrao (DP). Todas as médias foram obtidas a partir da medida
de pelo menos trés (n = 3) experimentos independentes. A média foi analisada por
ANOVA (p = 0,05) seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05) para determinar diferengas

entre os tratamentos e o controle.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Efeito do estresse por Hg em coldnias de Y. lipolytica UENF-F

Inicialmente, foi realizado o ensaio de CIM com Y. lipolytica UENF-F, a fim de
identificar a concentracdo minima de Hg, que é capaz de impedir o crescimento visivel
da levedura sob condi¢des definidas. Baseado nisto, foram feitas avalia¢cdes visuais do
crescimento das colbnias da cepa UENF-F em placas de Petri na presenca de 30, 150,
250, 300 e 350 ymol.L* de Hg Cl2. A CIM encontrada capaz de inibir o crescimento da
levedura foi 350 pumol.L* de Hg Cl2 (Figura 3). Tal concentracdo é superior agquelas
citadas na literatura para outras cepas da mesma espécie (Oyetibo et al., 2015, 2016a;
Dil et al., 2017). Além disso, é superior ao previsto pela resolucdo CONAMA N° 357 de
2005, cujo valor maximo permitido para Hg em agua doce é 0,0002 mg L1, equivalente

a 60 ymol.L2,

Concentragdo de Hg (umoliL)

250 300 350
—
1em

Figura 3. Morfologia da coldnia de Y. lipolytica UENF-F na presenca de Hg. Cultivo em meio LB sdlido
controle (sem Hg) e com 30, 150, 250, 300 e 350 pumol.L* de HgCl.

Dil et al. (2017), utilizando outra cepa (70562) da mesma espécie de levedura,
relataram valor de CIM igual a 147 pmol.L! para Hg?*. A cepa é do tipo selvagem, com
aplicacao para o desenvolvimento de diferentes produtos, processos e tecnologias. Isso
também esclarece como um Unico organismo pode ser versatil em relacdo as suas
habilidades metabdlicas (Bankar et al, 2009). Vale destacar que o meio de cultivo
utilizado difere do presente trabalho, o que pode influenciar as diferencas de valores
encontradas.

A cepa Idd1 de Y. lipolytica foi selecionada ao apresentar resisténcia a 32 mg.L™*
de HgCl2, que equivale a 137,9 umol.L, sob condi¢cées semelhantes de cultivo (30 °C,
150 rpm, 48 h) (Oyetibo et al., 2015). No entanto, em trabalho posterior, Oyetibo et al.
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(2016a) encontraram um valor de resisténcia menor para este metal na cepa 1dd2, 117
umol.L, sob as mesmas condi¢cdes, o que enfatiza as caracteristicas Unicas de cada
cepa e a capacidade de UENF-F em resistir a elevadas concentracdes de HgCl2 (300
pumol.L ).

Ja é conhecido que Y. lipolytica possui mecanismos de protecao contra a inibicao
de enzimas devido a estresses oxidativos. Bankar et al. (2009), por exemplo, descreveu
que algumas enzimas (inulinases e alfa-manosidases) atuam na protecdo da célula
contra danos causados por espécies reativas de oxigénio geradas por ions metélicos.

E possivel que devido ao ambiente onde a cepa UENF-F foi isolada, a mesma
disponha de mecanismos sofisticados de resposta a estresses ambientais. A Lagoa do
Campelo tem historico de contaminacdo por metais, incluindo Hg, devido ao uso de
agrotoxicos em plantacdes no entorno (Guedes, 2005; Da Conceicdo Gomes & Suzuki,
2014), que poderiam justificar a selecdo por microrganismos resistentes ao metal
associados a planta igualmente acumuladora de metais, como é o caso de T.
domingensis (Subrahmanyam et al., 2017; Lominchar et al., 2019).

Sousa (2000) encontrou Hg no sedimento da Lagoa do Campelo, cujo valor foi
213,1 pg.kg?, equivalente a 0.00213 mg L ou 0,213 mg kg*. A Agéncia Americana de
Protecdo Ambiental considera que os sedimentos ndo poluidos devem apresentar
teores de Hg total inferiores a 1,00 mg kgt (USEPA, 2003). Ja para o Ministério de Meio
Ambiente de Ontario, no Canad4, o valor de referéncia é <0,3 mg kg, acima do qual o
sedimento é considerado contaminado (Siqueira 2003). O Joint Group of Experts on the
Scientific Aspects of Marine Pollution (GESAMP, 1974), cita o teor de 0,1 mg kg como
sendo o limite maximo permitido ou recomendado para Hg total em sedimentos de
ambientes salobros e marinhos, valor semelhante ao estabelecido pela National
Oceanic and Atmospheric Administration (0,13 mg kg*) (NOAA, 2008). A Resolugédo n°
344 do CONAMA, que estabelece as diretrizes gerais e 0s procedimentos minimos para
a avaliacdo do material a ser dragado em &aguas jurisdicionais brasileiras, delimita os
valores orientadores de Hg em 0,17 mg kg (nivel 1). Dessa forma, é possivel verificar
que os teores encontrados para Hg total nos sedimentos da lagoa do Campelo estéo
abaixo dos limites de referéncia das duas primeiras agéncias para ambientes
preservados, mas acima dos valores recomendados pelo GESAMP, CONAMA e pela
NOAA.
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No ensaio de CIM também foi possivel observar mudangas significativas nas
colonias. E evidente a reducdo dos tamanhos das col6nias de acordo com o aumento
da concentracdo de Hg ao comparar com a condicdo controle (Figura 4). Esse
comportamento é similar ao descrito por Bankar et al. (2018), onde também foi apontado
qgue cepas marinhas de Y. lipolytica (NCIM 3589 e NCIM 3590) tiveram o diametro de
suas colbnias diminuido a medida que a concentracdo de metais aumentava no meio

de crescimento.

Diametro (cm)

Figura 4. Reducao no tamanho da col6nia de Y. lipolytica UENF-F na presenca de Hg. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). As barras de erro sdo o desvio
padréao (n=3).

A partir de 150 pmol.L de HgClz a reducdo no tamanho da col6nia se torna mais
evidente, como pode ser observado pela diferenca significativa representada no grafico
(Figura 4). A coldnia na concentracdo de 300 umol.L™ representa, aproximadamente,
25% do tamanho da coldnia crescida em meio sem adicdo de metal. Nesta Ultima
concentracdo, havia apenas uma pequena camada de células fina, medindo cerca de
0,7 cm de didmetro sobre o meio de cultura.

Pode-se observar ainda que as colbnias apresentaram morfologia distintas na
presenca de Hg, o que pode ser explicado como uma resposta para o estresse causado
pela exposicdo ao metal. Na presenca de 30 e 150 umol.L* de Hg, as col6nias tiveram
uma organizagdo muito semelhante ao controle. O aspecto € rugoso, com a formacao
de estruturas rigidas e bordas bem definidas. Enquanto nas demais concentracdes, as

colénias apresentaram um aspecto liso e sem bordas bem definidas. Uma leve
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pigmentacdo também foi observada nessas colonias, com a presenca de pigmentos
mais amarelados/rosados. Assim como mudancas relacionadas a estrutura das
colénias, a producdo de pigmentos também pode estar envolvida na resposta de
resisténcia do microrganismo ao estresse por metais (Ito et al., 2007). E comum que
esses pigmentos tenham acao antioxidante, que ajuda a reduzir os danos causados pelo
metal toxico (Clarkson & Thompson, 2000).

De acordo com Chang e Leu (2011), diversos tipos de modificacdes genéticas e
forcas seletivas estdo relacionadas ao processo de adaptacdo a ambientes novos ou
adversos, como a troca fenotipica (do inglés, phenotypic switching). Essa troca pode
atribuir propriedades distintas as ceélulas e fornecer vantagens em ambientes com
condicBes ambientais desfavoraveis, como o aumento da resisténcia a metais. Entre os
indicadores de variagao fenotipica, encontra-se a morfologia das colénias (Sousa et al.,
2013).

Ao analisar as células da coldnia por microscopia, pode-se indicar caracteristicas
especificas do desenvolvimento do microrganismo sob certas condicfes (Palkova e
Vachova, 2016). Dessa forma, foi realizada a MO das amostras guardadas do ensaio
CIM com Hg, avaliando-se as regides da borda e do centro das colonias crescidas em
meio sem Hg e no meio com adicdo do metal (Figura 5).
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Controle

300 pmol.L-!

Borda da colénia Centro da colénia

Figura 5. Alteracdes em células da colbnia de Y. lipolytica UENF-F na presenca de Hg. Meio sem adi¢éo
de metal (A, B) e com 300 umol.L de HgCl2 (C, D). Aumento de 630x.

No tratamento controle, Y. lipolytica UENF-F apresentou-se na forma de levedura
e hifa com brotamento nas bordas (Figura 5A), enquanto no centro, a forma
predominante era leveduriforme, com células regularmente esféricas/ovéides (Figura
5B). No tratamento com 300 pmol.L* de HgCl2, notou-se 0 mesmo comportamento nas
bordas quando comparado com o controle, com as duas formas morfoldégicas em
evidéncia (Figura 5C). Porém, a diferenca se deu nas células retiradas do centro da
colénia, onde hifas verdadeiras puderam ser rapidamente identificadas por
apresentarem um comprimento bem superior (Figura 5D). Nas demais concentragdes
de Hg, as células da borda também se apresentaram tanto na forma de hifa como de
levedura, enquanto no centro fica evidente em sua maioria as células hifais com um
aspecto alongado (Dados nao apresentados).

Estudos com estrutura de col6nias mostram que as células podem assumir
funcdes distintas dentro da comunidade microbiana (Azubuike et al., 2016).
Frequentemente, células da borda sdo o primeiro contato com agentes estressantes,

enquanto o centro das colbnias encontra-se mais protegido. A formacdo de hifas
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verdadeiras em Y. lipolytica ja foi descrita como uma resposta a estresses ambientais.
Tais estruturas favorecem a adaptacédo das células de forma mais eficiente as alteracdes
ambientais (Palkova e Vachova, 2016). Dessa forma, podemos sugerir que o
comportamento observado é uma resposta de resisténcia da levedura a alta
concentragéo de Hg.

A partir dos resultados obtidos no ensaio de CIM em meio sélido, pode-se concluir
que Y. lipolytica UENF-F é altamente resistente a Hg quando comparada aos dados da
literatura. As analises de MO mostraram respostas celulares especificas ao metal toxico
no ambito da estrutura da colonia. Dessa forma, UENF-F obteve valor de resisténcia
superior aqueles observados em outras cepas da mesma espécie. E possivel que essa
caracteristica esteja relacionada com o fato de ter sido isolada de T. domingensis, uma
espécie de planta aquéatica resistente a metais (Dube et al., 2019).

Devido a necessidade de se trabalhar a contaminagdo por Hg em ambientes
aquéaticos e ao potencial biotecnolégico apresentado por Y. lipolytica UENF-F, foram
investigadas novas condi¢cdes de cultivo expondo a levedura a Hg. Entéo, foi realizado
ensaio em meio liquido para avaliar se a cepa também responderia com elevada

resisténcia ao metal toxico, mantendo o comportamento observado em placas de Petri.

5.2 Resisténcia a Hg em células de Y. lipolytica UENF-F em suspensao

Compostos como HgClz sédo mais soluveis em meio aquoso (Franchi et al., 2016).
Assim o metal téxico esta mais disponivel para afetar o comportamento dos
microrganismos, utilizando cultivo em meio liquido sob agitacdo constante, o que faz com
as células geralmente permane¢cam em suspensao.

Para analisar o efeito da presenca de Hg sobre o cultivo de Y. lipolytica até atingir
a fase estacionaria, a cinética de crescimento em meio LB foi feita com adi¢cdo de
crescentes concentragdes de HgClz. A escolha das concentracdes utilizadas nesta etapa
foi feita com base no ensaio anterior, adotando-se as concentracdes de 30, 60, 100 e
150 pumol.Lt de HgCla.

A Figura 6 mostra o comportamento distinto dos perfis cinéticos de crescimento
da levedura no meio suplementado com as concentracgdes iniciais de Hg testadas. Ao

comparar os cultivos, pode-se inferir que o metal estimulou o crescimento de Y. lipolityca
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UENF-F nessas concentracdes menores de 30 e 60 pmol.L* de HgClz2, quando
comparado com o crescimento no meio controle (sem adicao de Hg).

30 T T T T T T T T

(600 nm)

o— 7T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66

Tempo (h)

Figura 6. Cinética de crescimento de Y. lipolityca UENF-F com 30 (m) € 60 (m) umol.Lt de Hg. Cultivo
realizado em meio LB durante 28 h, sob agitacdo constante dos frascos. Meio sem adi¢cdo de Hg: controle
(m). As barras representam o desvio padréo da média (n=9).

No meio suplementado com 30 pmol.L* de HgCl2, a adicdo do metal ndo parece
ser um desafio para a levedura. Como pode ser observado na cinética de crescimento,
nao houve fase de adaptacao (fase lag) para esta concentracdo de Hg (Figura 6). A
inclinagdo da curva mostra a velocidade de crescimento durante a fase exponencial,
atingindo D.O. = 35 com 24 h de cultivo, e depois entrando na fase estacionéria. Na
condicdo com 60 umol.Lt, a levedura apresentou uma fase de adaptacgéo inicial, que foi
seguida por uma fase exponencial de crescimento superior ao meio sem adicdo de Hg.
Com 24 h de cultivo, obteve-se uma D.O = 32, valor consideravelmente superior ao meio
controle (D.O = 25), no mesmo tempo de incubacdo. Observa-se ainda que no ambito
global da cinética, o padrdo de crescimento dessas duas concentracdes de Hg é
semelhante, inclusive no que tange o momento de entrada na fase estacionaria (Figura
6).

Considerando que Hg é um elemento altamente toxico e ndo essencial, 0s
resultados observados surpreendem em um primeiro momento. No entanto, plantas tém
respostas semelhantes, onde o0 estresse em menor concentracdo promove o0
crescimento vegetal (Silva, 2019). Um estudo recente (Figlioli et al., 2018) mostrou que
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plantas tratadas com Pb foram significativamente maiores do que o controle, com
aumento de 30 % do peso fresco. Isto é explicado pois 0 organismo utiliza todas as suas
estratégias para continuar crescendo, mesmo na condicao de estresse, 0 que faz que tal
comportamento seja notado.

Um outro caminho € considerar que o elemento Hg poderia estar sendo usado
como nutriente por Y. lipolytica UENF-F. Até recentemente, nenhuma funcao biologica
estava associada a este metal, no entanto, em Rhodobacter capsulatus foi observado
maiores taxas de crescimento na presenca de Hg e uma fase lag diminuida em
comparacao com culturas livres de Hg, indicando a capacidade de resistir ao estresse e
se desenvolver em ambientes contendo este contaminante (Grégoire & Poulain, 2016),
semelhante ao presente trabalho. Os autores concluiram que o Hg pode cumprir uma
funcao fisiolégica nas bactérias, atuando como um sumidouro de elétrons e assim,
favorecendo o crescimento.

Nas concentragGes de 100 e 150 umol.L* de Hg (Figura 7), a levedura nédo
apresentou a mesma velocidade de crescimento quando comparada aos tratamentos
anteriores (30 e 60 umol.L* de HgCl2). Nesta situacdo, o aumento da concentracdo de
Hg gerou de fato uma condi¢cdo de estresse nas células. O aumento no tempo de cultivo
se deve a adaptacdo do microrganismo ao meio sob situacdes adversas, como € o caso
da adicao de concentracfes altas de um metal altamente toxico. As células precisam de
mais tempo para responder ao estresse no meio e iniciar a etapa de divisdo celular.
Possivelmente, a célula estd ativando seus mecanismos de detoxificacdo e se

preparando para crescer nessa condi¢ao a qual ela foi imposta.
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Figura 7. Cinética de crescimento de Y. lipolityca UENF-F com 100 (=) e 150 umol.L! (m) de Hg. Cultivo

realizado em meio LB durante 60 h, sob agitacéo constante dos frascos. Meio sem adi¢cdo de Hg: controle
(m). As barras de erro sdo o desvio padréo (n=9).

Porém, mesmo com o aumento consideravel da fase lag em ambas as
concentracdes do metal téxico (100 e 150 umol.L?), foi possivel observar crescimento
expressivo. Em 100 ymol.L? alcancou-se uma D.O = 25,4 e para 150 ymol.L! a
densidade celular expressa em D.O foi igual a 32, com 48 e 54 h de cultivo
respectivamente.

Oyetibo et al (2016b) observaram que, com parametros semelhantes de
crescimento, duas cepas (Idd1 e 1dd2) de Y. lipolytica foram capazes de crescer em

meio de cultura suplementado com concentragées de Hg?*. As concentracdes testadas
foram: 8 uyg mL=" (69 pmol L-"), 16 yg mL-" (139 umol L) e 32 ug mL=" (278 pmol L-1).

Nas concentracfes mais elevadas, respectivamente, cerca de 47,3 e 41% de Hg
presentes no meio de cultura foram esgotados devido a volatilizacdo e bioacumulacéo
pela levedura. No entanto, a densidade celular dessas cepas com 40 h de cultivo
representa aproximadamente 6% da D.O atingida por Y. lipolytica UENF-F,
evidenciando seu potencial para se desenvolver em meio contendo Hg.

Ao final do cultivo, quando a levedura entrou em fase estacionaria de crescimento,
foi verificada a viabilidade da célula apds a exposicdo as concentracdes de Hg. Para
tanto, uma algada da cultura de todos os tratamentos foi replicada em placa de Petri

contendo meio LB sem adi¢cdo de Hg. Apos 48 h de incubacgéo, pode-se observar na
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Figura 8, que em todos os tratamentos as células da levedura permaneceram viaveis,
mesmo na concentracao mais alta de Hg (Figura 8E), corroborando que a cepa UENF-F

€ resistente mesmo as elevadas concentracdes de HgCl2 avaliadas neste trabalho.

Figura 8. Viabilidade celular de Y. lipolytica UENF-F apds exposi¢do a Hg. Ao final do cultivo com Hg, as
células foram plaqueadas em meio LB sem adi¢do de Hg com um periodo de incubagéo de 2 dias em
estufa. Tratamento controle sem adigcéo de Hg (A). B- Tratamento com 30 pumol.L-1 de HgClz. C- Tratamento
com 60 pumol.L* de HgCl.. D- Tratamento com 100 pmol.L-* de HgClz. E- Tratamento com 150 umol.Lt de
HgCla.

5.3 Manutengao da biomassa microbiana em estresse com Hg

No intuito mais uma vez de confirmar o crescimento da levedura na presenca de
Hg, foi analisado o peso seco da célula ao final do cultivo nos diferentes tratamentos e
quantificada a biomassa microbiana. Os resultados obtidos anteriormente na cinética
sao (Figura 6), em geral, reforgcados por esse conjunto de dados (Tabela 4).

Os tratamentos de 60 e 100 uymol.L! de Hg tiveram valores de biomassa muito
proximos ao controle: 25,00; 23,12 e 24,53 mg mL™, respectivamente. J& com a adi¢do
de 30 umol.L* de HgCl2, o valor encontrado foi maior (29,54 mg mL?). O aumento da
concentracéo celular neste meio reforca a ideia de que o metal n&o interferiu impedindo
o desenvolvimento das células nas condi¢des testadas neste experimento. Na verdade,
observou-se valores de biomassa que sdo expressivos, 0 que deve estar atrelado a
otimizacao das condicdes do processo de fermentacao.

No caso do tratamento com 150 ymol.L* de Hg, observou-se uma leve reducéo
da concentracdo celular comparado ao controle (21,57 mg mL1). Nessa situagédo, é

possivel que em resposta ao estresse causado pelo metal no microrganismo, alteracdes
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morfoldgicas e danos celulares causados pela exposi¢do ao Hg justifiquem a diminuicédo

de massa seca.

Tabela 4. Biomassa de Y. lipolytica UENF-F apés cultivo com Hg.
Concentrag&o Celular (mg mL™)

Controle (sem HgCly) 24,53
30 pmol.L1 de HgCl2 29,54
60 umol.L1 de HgCl2 25,00
100 pmol.Lt de HgCl:2 23,12
150 pmol.L* de HgCl:2 21,57

Y. lipolytica é caracterizada pela mudanca morfolégica do estado leveduriforme
para a formacéao de hifa e/ou pseudo-hifa, o que pode alterar os valores de absorbancia
que sado verificados por espectrofotometria. Isso também pode influenciar a
concentragdo celular final de cada amostra. Por isso, € importante utilizar outras
analises para verificar o crescimento, como a contagem das células leveduriformes. Vale
ainda ressaltar que nesse teste foi possivel observar diferenca significativa nos
resultados considerando as concentracfes de metal utilizadas, principalmente, com 30
e 150 umol.L* de HgCl2, que tiveram notério aumento e queda na producdo de massa

seca, respectivamente.

5.4 Anélise do consumo de glicose durante o cultivo de Y. lipolytica UENF-F

Y. lipolytica pode utilizar eficientemente glicose e glicerol como fonte de carbono
para fins de crescimento celular (Martinez-Avila et al., 2018). Neste sentido, foi
verificado o consumo de glicose pela levedura sob condicbes de estresse com Hg
(Figura 9).
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Figura 9. Cinética de consumo de glicose no cultivo de Y. lipolytica UENF-F. A concentracdo do acgUcar
foi determinada em fungao do tempo no meio LB controle (m) e suplementado com 30 (m), 60 (m), 100 (=)
e 150 (m) pmol.L* de HgClz. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo (n=9).

Inicialmente, 10 g/L estavam disponiveis no meio de cultura para o crescimento
da levedura. Com 8 h de cultivo, os meios suplementados com 30 e 60 umol.L* de Hg
apresentaram comportamento semelhante ao controle. A partir deste ponto a velocidade
de consumo foi diferente entre esses tratamentos, indicando que com 12 h a glicose no
meio sem metal ja estava acabando, enquanto com 30 pmol.L? ela estava acima da
metade da concentracdo inicial e com 60 pmol.L™* um pouco abaixo. Nessas condicdes,
apos 24 h de incubacédo, quando a levedura estava entrando na fase estacionaria para
esses trés tratamentos, pode-se observar que o consumo da glicose foi praticamente
total. Esse dado mostra condi¢cdes de crescimento Gtimas, diferente do trabalho de
Freitas (2021), que observou o consumo de glicose muito mais lento para duas cepas
de Y. lipolytica (CH 3/4 e W29), mesmo na auséncia de agente estressante, tendo
consumido completamente o acucar apos 168 h e 175 h de incubacéo, respectivamente,
ao atingirem a fase estacionaria.

Ja em 100 e 150 ymol.L* de HgCl2, nas primeiras 24 h de ensaio, pouco (2,5e 1,1
g.L%, respectivamente) da glicose foi captada por Y. lipolytica. Esse periodo representa
a longa fase de adaptacdo que pode ser observada na Figura 7. Considerando a
inclinagdo da curva, com 100 ymol.L* de Hg, a velocidade de consumo de glicose é
muito semelhante ao meio contendo 150 umol.L* do metal, no entanto, em tempo mais

curto, o que pode ser explicado pelo comportamento da cepa ao estresse causado pelo
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aumento da concentracdo de Hg. A medida que o estresse aumenta, o crescimento é
mais lento e o consumo de glicose por Y. lipolytica UENF-F também. Além disso, o
resultado sugere que a cepa nao recorre exclusivamente a esta fonte de carbono para
suportar as condicfes de estresse impostas por Hg.

Por outro lado, ndo ha descricdo na literatura da via de sinalizacdo da glicose em
Y. lipolytica. Segundo Timoumi et al. (2017), o nivel de glicose residual no meio de
cultura pode ter um impacto nas vias de sinalizacdo que regulam a transi¢cao dimorfica
em Y. lipolytica. Todavia, 0s mecanismos de captacao, vias metabdlicas e mecanismos
reguladores permanecem pouco compreendidos nesta espécie de levedura.

Um estudo mostrou que a transicdo dimorfica em C. albicans ndo era regulada
apenas pelo pH e que a glicose ou seus metabdlitos poderiam desempenhar um papel
importante (Pollack & Hashimoto, 1987). O dado foi confirmado por Bruatto et al. (1993),
mostrando que a privacdo de glicose levou a formacgdo de células filamentosas em
qualguer condi¢do de pH (neutro ou &cido).

Para a cepa estudada Y. lipolytica UENF-F, compreende-se que no tempo final de
cultivo, quando a glicose ja havia sido consumida, o aumento de células hifais foi
evidente, como sera visto a seguir. Este fato reforca a ideia de que talvez esse
mecanismo de transicdo também seja uma forma de resisténcia e adaptacdo ao

ambiente estressante com Hg.

5.5 Alcalinizagdo do meio por Y. lipolytiva UENF-F

Para verificar se o pH do meio é afetado pela presenca de Hg e durante o
crescimento da levedura, o mesmo foi aferido no inicio e ao final do cultivo das células
em suspensdo. O pH representa um dos principais parametros que afetam a morfologia
e 0 metabolismo de Y. lipolytica, mas o seu impacto direto sobre o comportamento da
levedura ainda é uma questdo complexa. Conforme descrito na literatura, o pH
extracelular parece ser um importante fator na promoc¢do do dimorfismo, estando
envolvido na inducdo do crescimento polarizado das hifas fungicas (Ruiz-Herrera e
Sentandreu, 2002; Szabo e Stofanikova, 2002; Han et al., 2012).

A Tabela 5 mostra que o pH inicial do meio extracelular com e sem Hg foi proximo
a neutralidade (6,0) e que apos horas de incubacdo, ao final do cultivo, torna-se

levemente alcalino, proximo a 8,0. Dessa forma, a presenca do metal toxico no meio
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nao altera diretamente tal parametro, corroborando com outros trabalhos que ja
apontam a levedura Y. lipolytica como responsavel por promover a mudanca de pH do
meio de cultura para alcalino. O cultivo da levedura promove naturalmente a
alcalinizacdo do meio extracelular pela excrecdo de moléculas de carater basico, que
devem estar relacionadas a sobrevivéncia deste microrganismo (Han et al., 2012). E
descrito para as leveduras dimorficas C. albicans e Y. lipolytica, que o pH acido promove
o crescimento da forma leveduriforme, enquanto o pH neutro-alcalino induz a
filamentacdo (Ruiz-Herrera & Sentandreu, 2002; Odds, 1998).

Tabela 5. Determinagédo de pH do cultivo de Y. lipolytica UENF-F com Hg. O pardmetro foi
avaliado no inicio do cultivo (Ti) e ao final da fermentacéo (Ty).

Tratamento pH (Ti) pH (Ty)
Controle (sem metal) 6,02 792
30 pmol.L* de HgCl: 6,5 e 8,22
60 pumol.L't de HgCl2 6,3 o 8,22
100 pmol.L* de HgCl2 6,3 8,02
150 pmol.L! de HgCl 6,4 be 8,02

A maioria dos estudos mostra que a forma filamentosa da levedura é favorecida
em pH alcalino, indicando o papel relevante que essa condicdo tem na mudanca
morfogenética da célula. Segundo Shu et al. (2021), quando cultivada em meio de
glicerol, a cepa selvagem PO1la cresceu na forma de levedura oval em pH acido (pH 3,0
a pH 6,0), mas as células tornaram-se marcadamente alongadas em pH neutro (pH 7,0)
e formaram filamentos longos em pH alcalino (pH 7,5). De fato, uma via dependente de
pH ja foi identificada em S. cerevisiae e C. albicans. A via da proteina Rim 101 é ativada
em condigdes alcalinas e leva ao desenvolvimento de formas filamentosas (Li e Mitchell,
1997; Davis et al., 2000). Entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos nesta
transi¢cao ainda necessitam ser mais estudados em Y. lipolytica.

O Hg é dessorvido em valores de pH mais altos, enquanto em pH baixo &
adsorvido (Yin et al., 1996). O efeito do pH na captacdo de Hg?* por bactérias aquaticas
foi estudado por Kelly et al. (2003). Neste trabalho, os autores descobriram que
mudancas no pH aumentavam a absorcdo de Hg?*. Sob exposicdo com outros metais,
também ha evidéncias de que Y. lipolytica apresenta caracteristicas semelhantes. De
acordo com Lob&o (2007), quando colbénias de Y. lipolytica JM-12 foram crescidas na

presenca de 1,0 mM de AIK(SOa4)2, houve uma maior acidificacdo do meio mediada por
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células de Y. lipolytica, tornando o pH quase alcalino. Todavia, o0 mecanismo regulador
gue governa o comportamento de fungos em pH alcalino ainda ndo é bem compreendido,
exceto na levedura C. albicans. Em outros fungos dimérficos, é preciso intensificar os
estudos para elucidar a influéncia do pH como sinalizador na forma e na taxa de

crescimento celular.

5.6 Transicao dimaorfica em Y. lipolytica UENF-F na presenca de Hg

Vérios fatores externos a célula parecem ser importantes na promog¢ao do seu
comportamento dimorfico. Na Figura 10 é possivel visualizar a mudanca na morfologia
apresentada por Y. lipolytica UENF-F, com 18 h de incubacdo, em diferentes
tratamentos. Segundo O'shea e Walsh (2000), o dimorfismo € um fenbmeno complexo
e importante para a sobrevivéncia da levedura sob diferentes condigbes ambientais

adversas, principalmente as que causam algum tipo de estresse aos microrganismos.

g;gou)za 10. Transicao dimorfica em Y. lipolytica UENF-F. A- levedura. B- pseudo-hifa. C- hifa. Aumento de

De acordo com Lobao (2007), Y. lipolytica pode apresentar-se sob as formas de
leveduras esféricas (Figura 10A); pseudo-hifas (Figura 10B), em que as células sdo
alongadas e apresentam constrices visiveis; ou hifas (Figura 10C), quando as células
formam filamentos lineares e sem a presenca de contri¢cdes visiveis. Em Y. lipolytica 583
(IMUFRJ 50682), o fator que exerce maior influéncia para a formacao de hifas é a
agitacdo sob baixa tensdo de Oz (Amaral, 2003). Em condi¢bes de operagcdo com
agitacdo elevada, a concentracdo de Oz dissolvido sobe e as células voltam ao formato
leveduriforme, considerando que Y. lipolytica € um microrganismo estritamente aerobio

e a que a baixa tenséo de Oz pode ser uma condi¢do de estresse.
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Outro mecanismo envolvido na regulacdo do dimorfismo € a limitacdo de
nitrogénio, que parece ser um dos sinais mais importantes envolvidos no processo. Em
S. cerevisiae a formacgéo de pseudo-hifas foi identificada como uma resposta a limitacédo
deste macronutriente (Gimeno et al.,, 1992). Em contraste, Szabo (2002) estudou o
dimorfismo de Y. lipolytica CBS599 e relatou que a formacao de hifas foi inibida pela
limitacdo de nitrogénio, enquanto que a fonte de carbono, aparentemente n&o foi
importante para a formacéao de filamentos. O autor também indicou que o processo de
conversao de energia e o metabolismo de carbono podem estar envolvidos na formacéo
desses filamentos, assim como o pH do meio.

Portanto, para investigar o comportamento da levedura UENF-F sob estresse
causado por Hg, foram realizadas analises da morfologia celular no tempo final de cada

tratamento, através de amostras do meio de cultivo observadas por MO (Figura 11).
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Figura 11. AlteragBes celulares em Y. lipolytica UENF-F na presenca de Hg. Tratamentos: controle sem
Hg (A), com 30 (B), 60 (C), 100 (D) e 150 (E) umol.L* de HgClz. Imagens representativas do tempo final
de cultivo de cada tratamento. Células crescidas por 28 h (A, B e C) e 60 h (D e E) em meio liquido LB a

30° C e 160 rpm de agitacao orbital. Aumento de 630X.

Guevara-Olvera et al. (1993) mostraram que a modificagdo da fonte de carbono
pode induzir o dimorfismo em Y. lipolytica CX 39-74A. Cultivos em glicose forneceram

células leveduriformes, enquanto cultivos utilizando 0,5% de N-acetilglicosamina como
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fonte de carbono forneceram 55% de hifas ap6s 12 h. Além disso, os seus dados
sugerem que submeter a levedura a um choque térmico em agua destilada antes do
cultivo com Nacetilglicosamina causa um efeito sinérgico para o crescimento micelial,
com a formacao de até 90% de hifas.

Sob exposicdo ao Hg, a cepa UENF-F demonstrou formacéo de hifas em todas
as concentracdes do metal testadas, indicando que assim como 0s demais mecanismos
descritos na literatura, o desenvolvimento em meio contaminado com Hg pode resultar
na alteracdo morfolégica. Com 30 (Figura 11B) e 60 umol.L* de HgCl2 (Figura 11C) foi
possivel observar hifas e pseudo-hifas, mas em quantidade reduzida comparada as
demais concentracdes. Com relacao as células ovéides, na menor concentracao de Hg
foi onde observou-se um aumento mais evidente, enquanto que com 60 pmol.L? foi
similar ao controle (Figuras 11A e C).

Em meio suplementado com 100 pmol.L* de HgCl2 (Figura 11D) é evidente o
aumento do numero de hifas verdadeiras. Outro detalhe importante é que,
aparentemente, as células leveduriformes se apresentam mais unidas, juntas. Talvez
isso possa ser justificado por algum mecanismo da parede celular que fagca com que
elas se dividam, mas néo se separem, ficando préximas com aparéncia de grumo. Essa
hipétese sera estudada com mais atencdo em trabalhos futuros. Com 150 pmol.L? de
Hg (Figura 11E), foi observado um comportamento semelhante, porém com uma
quantidade de célula ainda maior, com relagdo ao tratamento contendo 30 umol.L* de
Hg (Figura 12).

52



700

600— b
500
L 4
-~ e
3 400
3 . d
2 300 a <
OZ -
200—
1004
0- T T
N N N N
NN NN
& & & & ¢
¥ ¥ o¥
SRR IR

Figura 12. Contagem de células leveduriformes de Y. lipolytica UENF-F na presenca de Hg. As barras de
erro correspondem ao desvio padrdo (n=3). Médias seguidas por letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com O’shea & Walsh (2000), o uso da analise de imagens para
quantificar as formas morfolégicas de organismos resulta em dados consistentes,
reprodutiveis e livres da variabilidade do observador. Logo, podemos inferir por essa
analise que houve diferencas significativas entre a quantidade de células em cada
tratamento apresentado.

Como é mostrado na Figura 12, a concentracdo de 30 pmol.L* de HgCl2 foi a que
gerou o maior numero de células ao final do processo fermentativo, aproximadamente
600 células para o volume analisado (400 uL). Este resultado corrobora com a cinética
de crescimento apresentada anteriormente (Figuras 6 e 7). O numero células
ovoides/esféricas em meio controle (sem adicdo de Hg) foi menor que todos os
tratamentos contendo HgClz. Portanto, além de resistir ao estresse causado pelo metal,
Y. lipolytica UENF-F mostrou que é capaz de crescer e multiplicar sua biomassa em

meio contendo Hg.
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6. CONCLUSAO

Y. lipolytica UENF-F mostrou que é resistente a elevadas concentracdes de HgCla.
Os resultados obtidos revelam que a levedura possui uma resisténcia a Hg superior ao
que é reportado na literatura para outras cepas da mesma espécie. Inclusive, foram
observadas mudancas morfolégicas na coldnia que caracterizam um processo de
adaptacao do microrganismo para resistir ao estresse causado pela exposicdo ao metal.

Nas cinéticas de crescimento, mesmo em concentracdes de metal muito acima do
que é permitido no ambiente pela legislacéo, a cepa conseguiu contornar o estresse e
apresentar concentracdes celulares muito expressivas. A andlise das imagens de MO
realizadas a partir de amostras do ensaio de cinética confirmam a capacidade de
alteracéo morfoldgica da célula em resposta a exposicdo ao HgClz, caracteristica comum
em organismos dimorficos.

Considerando que altas concentracdes de Hg nao impediram o cultivo da cepa,
mantendo-se o consumo de glicose do meio, observou-se maior quantidade de células
leveduriformes nestes tratamentos quando comparados ao controle. Sendo assim,
conclui-se que a levedura Y. lipolytica UENF-F pode ser utilizada como modelo de estudo
de resisténcia a Hg e para diversas aplicacdes biotecnolégicas em processos de
biorremediacdo de ambientes aquaticos contaminados.

Dessa forma, visando assegurar a disponibilidade e gestédo sustentavel da agua,
proposta pela Agenda 2030, sdo necessarios maiores estudos para investigar os efeitos
provocados pelo metal na célula e na atividade metabdlica, assim como o uso deste

microrganismo em processos de grande escala.
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8. APENDICE

A - Dados brutos do ensaio de Cinética de Crescimento com Hg

A seguir sdo apresentados os valores de D.O utilizados para a produgao da curva
de crescimento de Y. lipolytica UENF-F (triplicata de frascos de trés ensaios
independentes). A média (n=9) foi utilizada para chegar ao resultado final apresentado
nas Figuras 6 e 7.

CONTROLE
Tempo (h) Repl Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Rep7 Rep8 Rep9 Média
0 0,9 0,9 09 09 0,9 1,0 0,8 0,8 0,8 0,9
6 3,6 4,6 44 3,0 4,2 4,2 4,1 3,0 4,4 3,9
12 14,8 14,3 158 16,3 14,0 14,2 11,9 119 12,0 13,9
18 21,1 201 20,2 20,0 193 195 19,2 20,2 20,2 19,9
24 24,4 244 236 208 21,1 224 23,7 22,6 22,8 22,7
28 20,8 20,8 21,0 21,3 220 213 20,2 20,9 19,1 20,9
30 pmol.L*
Tempo (h) Repl Rep2 Rep3 Rep4d Rep5 Rep6 Rep7 Rep8 Rep9 Média
0 0,83 0,84 0,85 0,9 0,9 0,9 0,8 0,8 0,8 0,8
6 6,04 5,58 572 6,7 7,0 7,1 7,8 7.4 7,5 6,7
12 18,8 19,2 19,1 20,1 19,0 194 240 238 24,2 20,8
18 357 36,1 375 374 382 365 375 36,8 38,1 37,1
24 332 329 345 338 348 32,8 37,2 389 36,2 34,9
28 29,1 29,8 30,9 316 329 30,2 31,9 33,7 328 314
60 umol.L*
Tempo (h) Repl Rep2 Rep3 Rep4d Rep5 Rep6 Rep7 Rep8 Rep9 Média
0 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,7 0,8
6 3,3 3,9 3.4 3,1 2,0 2,10 2,6 3,0 2,8 2,9
12 6,5 6,2 6,9 4,6 4,8 53 6,4 6,5 55 5,8
18 22,8 20,1 21,7 212 215 220 19,3 20,5 199 21,0
24 326 314 339 373 365 37,1 35,7 36,1 36,2 352
28 27,8 25,9 275 283 290 284 31,3 30,5 31,1 289
100 pymol.L?!
Tempo (h) Repl Rep2 Rep3 Rep4d Rep5 Rep6 Rep7 Rep8 Rep9 Média
0 0,8 0,9 0,89 0,8 0,9 0,8 0,8 0,8 0,9 0,8
6 1,3 14 1,3 1,3 1,2 1,3 0,6 0,7 1,2 1,1
12 15 1,2 0,6 1,6 1,6 2,6 0,9 15 1,1 1,4
18 2,0 1,3 2,3 2,7 14 3,0 1,6 2,3 3,1 2,2
24 4,1 5,0 3,5 3,5 2,3 1,9 1,9 2,7 2,6 3.1
28 6,1 4,6 51 2,9 3,2 1,6 3,1 3,2 3,6 3,7
30 7,1 7,2 6,0 54 6,4 6,1 3,9 53 4,1 57
36 9,1 11,0 106 8,9 9,2 8,0 6,5 7,7 8,1 8,8
42 233 211 225 23,0 239 24,6 216 211 199 223
48 246 24,8 25,7 28,7 253 249 23,1 222 26,9 25,1
54 26,0 25,3 243 235 212 234 236 23,0 22,3 23,6
60 21,4 22,0 19,7 16,4 188 19,0 186 18,0 175 19,0
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150 pmol.L?
Tempo (h) Repl Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Rep7 Rep8

0 09 0,9 0,9 0,7 0,7 0,7 0,8 0,8
6 0,9 0,7 13 0,8 0,7 0,5 0,8 0,9
12 1,7 1,8 1,6 19 4,3 2,0 1,2 14
18 2,0 2,4 2,1 12 14 1,6 1,2 2,2
24 3,7 3,4 3,1 15 1,7 1,9 1,7 2,1
28 16,9 164 171 31 2,0 2,1 2,6 3,0
30 4,9 4,5 4,4 3,7 3,1 3,0 3.4 3,0
36 51 5,0 5,8 4,9 4,6 3,9 52 4,1
42 5,3 6.4 6,9 9,3 7,8 7,7 7,7 8,0
48 15,1 15,0 146 156 149 158 159 155
54 335 32,2 331 332 323 324 323 315
60 29,8 30,5 30,3 245 30,3 30,1 275 284

B - Dados brutos do ensaio de Concentracéo Celular

Controle
Sem célula Comcélula Peso(g) Total(g)

44,3770 45,1792 0,8022
45,8790 46,4649 0,5859 2,208

44,4953 45,3152 0,8199

30 pymol.L*
Sem célula Comcélula Peso(g) Total(g)

44,3771 45,2612 0,8842
40,3229 41,1617 0,8388 2,6594

41,1742 42,1106 0,9364

60 pmol.L*
Sem célula Comcélula Peso(g) Total(g)

45,8790 46,6544 0,7754
38,1856 39,0239 0,8383  2,2587

42,7831 43,4281 0,645

100 pmol.L™!
Semcélula Comcélula Peso(g) Total(g)

44,6237 45,2496 0,6259
44,9240 45,7032 0,7792 2,0806

41,3742 42,0497 0,6755

150 pymol.L?
Sem célula Comcélula Peso(g) Total(g)

40,3266 41,0154 0,6888
44,9273 45,4812 0,5539 1,9418

44,4994 45,1985 0,6991

Rep9

0,9
0,8
1,0
1,6
1,8
2,8
2,8
4,0
8,5
15,1
32,3
29,4

Média
0,8
0,8
19
1,7
2,3
2,9
3,6
4,7
7,5
15,3
32,5
28,9
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C - Dados brutos do ensaio de pH

Tempo
T
Ts

Tempo
T
Ts

Tempo
Ti
Tt

Tempo
Ti
Tt

Tempo
Ti
Ts

Repl

7,7

Repl
6,6
8,3

Repl
6,4
8,2

Repl
6,2
7,9

Repl
6,5

Rep2

7,9

Rep2
6,5

Rep2
6,2
8,4

Rep2
6,4
7,9

Rep2
6,5
8,1

Controle
Rep3 Rep4
6 6,2
8,1 8,3
30 ymol.L*
Rep3 Rep4
6,5 6,3
8,1 8,3
60 pmol.L*
Rep3 Rep4
6,2 6,3
8,2 8,3
100 pmol.L?
Rep3 Rep4
6,4 6,1
8,1 7,6
150 ymol.L*
Rep3 Rep4
6,3 6,4
8,1 8,4

Rep5
6,2
8,2

Rep5
6,4
8,2

Rep5
6,2
8,3

Rep5
6,2
8,1

Rep5
6,4
8,1

Rep6
6,1
8,2

Rep6
6,4
8,2

Rep6
6,2
8,3

Rep6
6,2
8,1

Rep6
6,2
8

Média
6,0
7,9

Média
6,5
8,2

Média
6,3
8,2

Média
6,3
8,0

Média
6,3
8
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