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RESUMO

A atividade agro-industrial, sem consciéncia logistica e sustentavel, causa impacto negativo ao recurso hidrico,
favorecendo floragdes de cianoficeas toxigénicas a exemplo de Microcystis aeruginosa, produtora de
hepatotoxinas denominadas microcistinas. A ineficacia do tratamento de 4gua convencional perante remocéo de
microcistinas, aliada ao impacto ambiental negativo de agentes quimicos, enfatiza o desenvolvimento de
alternativas para prevenir/reduzir o perigo de contaminagdo, com destaque a microrganismos antagonistas. No
trabalho avaliou-se o potencial anticianobactéria e biodegradacdo de microcistina de leveduras isoladas de
usinas de agUcar/alcool e formigueiro, visando selecionar cepas destinadas ao futuro desenvolvimento de
levedura recombinante, contendo genes de degradacdo de microcistinas da bactéria Sphingosinicella
microcystinivorans B9. Analisando a degradacdo de microcistina em onze isolados de leveduras, sete
degradaram a toxina em tqg,. As cepas selvagens, denominadas de Saccharomyces cerevisiae VI08R e Candida
metapsilosis PBM63 apresentaram 0s melhores resultados, atingindo degradacdo de 70 e 58%,
respectivamente. Além destas, também avaliou-se S. boulardii comercial (taxa de 53%). S. cerevisiae VIO8R
foi selecionada para testar o antagonismo frente as cianobactérias Phormidium tenue, Synechocystis spp.,
Anabaena spp. € M. aeruginosa. O efeito antagbnico ocorreu contra Synechocystis spp. € Anabaena spp. apés
96h (determinacdo de clorofila-a). Os resultados indicaram que levedura VIO8R e S. boulardii comercial sdo
candidatos em potencial para inserir genes de degradag8o de microcistina de S. microcystinivorans B9.

PALAVRAS-CHAVE: Leveduras, Microcistina, Cianobactéria, Biodegradagdo, Antagonismo.
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Cianobactérias (Cyanophyceae) sdo procariotas uni ou pluricelulares, sendo a maioria fotoautotrofica e aerdbia,
cuja fotossintese se relaciona a presenca de clorofila a, fotossistema | e II, com liberagdo de oxigénio
(CASTENHOLZ e WATERBURY, 1989). As espécies toxigénicas distribuem-se dentro de 40 géneros
pertencentes a Cyanophyceae (SKULBERG et al., 1993); destaca-se Microcystis aeruginosa, M.viridis,
Aphanizomenom flos aquae, Anabaena spp. e Oscillatoria spp., Cylindrospermopsis spp. entre outros
(CARMICHAEL et al., 2001; BOUVY et al., 2000).

Floracdo de cianobactérias ocorre em ambiente eutrofizado, seja dgua de reservatério de abastecimento,
recreacional ou piscicultura, afetando a qualidade e, conseqiiente impacto econémico e na salde humana e
animal, pela producio de compostos organicos volateis (JUTTNER, 1987) e/ou cianotoxinas (GORHAM e
CARMICHAEL, 1988). Os principais produtores de microcistina (MC) sdo Microcystis spp., Anabaena spp.,
Oscillatoria spp., Nostoc spp. e Anabaenopsis spp. (BOTES, KRUGRER e VILJOEN, 1982; NAMIKOSHI et
al., 1992; NAMIKOSHI et al., 1990; CARMICHAEL et al., 1988). Apesar de 80 analogos de MC terem sido
caracterizados, a MC-LR é a mais tdxica e de maior ocorréncia natural (ERIKSSON et al., 2005).

As cianotoxinas sdo classificadas em hepato, neuro e citotoxinas baseadas no efeito toxicol6gico; ou
estruturalmente em peptideo ciclico (hepatotoxinas - microcistina e nodularina), alcaldide (neurotoxinas -
anatoxina e saxitoxina) e lipopolissacarideo. A MC afeta o figado e causa necrose centrilobular, destruicdo do
endotélio sinusoidal, hemorragia intrahepatica e choque hipovolémico (RUNNEGAR e FALCONER, 1982;
WICKSTROM et al., 1996; ITO, KONDO e HARADA, 1997). A MC constitui a familia de peptideo ciclico de
maior ocorréncia e, representa o principal desafio perante agua potavel segura para consumo (HITZFELD,
HOGER e DIETRICH, 2000).

Casos relevantes de envenenamento humano por agua contaminada ocorreram no Brasil. Na represa de
Itaparica, a floracdo de Anabaena spp. e Microcystis spp. desencadeou 2000 casos de gastroenterite com 88
casos fatais (TEIXEIRA et al., 1993). A contaminagdo de 4gua com cianotoxinas em Caruaru no ano de 1996
afetou centro de hemodidlise, sendo que 85% dos pacientes desenvolveram uma doenca com ampla gama de
sintomas neuroldgicos, bem como lesédo hepatica aguda, causando em torno de 60 mortes (JOCHIMSEN et al.,
1998). A exposicdo cronica também representa perigo adicional, com estudo epidemioldgico indicando
correlacdo entre alta incidéncia de cancer hepatico primario com MC em agua de abastecimento na China (YU,
1989; UENO et al., 1996). A Organiza¢do Mundial de Salde estabeleceu o limite maximo de 1pg/L de MC-LR
em 4gua destinada ao consumo humano e, a ingestdo diaria toleravel de 0,04 pug/Kg de peso corpéreo (WHO,
1998).

O tratamento de agua convencional remove cianobactéria intacta, ndo ocorrendo 0 mesmo com as toxinas
dissolvidas (DRIKAS et al., 2001). Algicidas, a exemplo de sulfato de cobre, lisam a célula e liberam
cianotoxinas, portanto, o biocontrole vem sendo uma alternativa no tratamento de &gua, pela menor
agressividade ao meio ambiente. Estudos demonstraram o potencial de bactéria Sphingomonas spp. na
biodegradacdo de MC (JONES et al., 1994; PARK et al., 2001; HO et al., 2007). A linhagem B9, com 99% de
similaridade com Sphingosinicella microcystinivorans pela analise DNA ribossomal 16S (MARUYAMA et al.,
2006), foi aplicada em escala piloto; a imobilizagdo de 7,9 x 10° células/mL em resinas de poliéster de
biorreatores promoveu eliminacdo completa de MC-LR ap6s 1 dia; procedendo adigcdo continua de 600 ug de
MC-RR houve eliminacéo de 80% da toxina, cuja eficiéncia persistiu por dois meses (TSUJI et al., 2006).

Sphingomonas spp. apresentam um conjunto de quatro genes denominados mirA, mirB, mirC e mirD, que
codificam enzimas responsaveis pela biodegradacdo de MC. O gene mlirA codifica metalopeptidase MIrA, capaz
de promover hidrélise da ligacdo peptidica entre Adda e Arg, linearizando MC-LR. A seguir, as peptidases
MIrB (serinapeptidase) e MIrC (metalopeptidase), codificadas pelos genes miIrB e mirC, respectivamente,
promovem hidrélises subsequentes, degradando a toxina. O produto do gene mirD carreia a MC para o interior
da célula bacteriana (BOURNE et al., 1996; 2001).

Visando a biorremediagdo de ambientes eutrofizados e tratamento de agua, a utilizacdo de levedura na
degradacdo de MC apresenta uma série de vantagens em relacdo a bactéria, que pode representar perigo a
salde humana e animal, considerando que genes de resisténcia a antibioticos sdo frequentes em &guas
superficiais (YANG e CARLSON, 2003). Os genes de resisténcia podem ser adquiridos pela bactéria
empregada na biorremediacéo e, transmitidos para seres humanos e animais (IVERSEN et al., 2004; KIM et al.,
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2005). Sob ponto de vista aplicado, a levedura anaerdbia facultativa (COOK, 1958) apresenta vantagens sobre
Sphingomonas spp. aerdbia estrita (YABUUCHI e KOSAKO, 2005). Portanto, as leveduras adaptariam melhor
em ambiente eutrofizado, onde existe escassez de oxigénio.

Outrossim, a capacidade de biodegradacdo varia imensamente conforme género, espécie e cepa de
microrganismo, além de sofrer influéncia de fatores abidticos, como clima, pH, temperatura, entre outros.
Portanto, o design de microrganismo com capacidade melhorada de biocatélise/biodegradacdo de substancia de
interesse é uma alternativa para solucionar os referidos impasses (TIMMIS e PIEPER, 1999).

Ciente do perigo de cianobactéria e MC na agua, aliado a limitacdo e perigo de transferéncia dos genes de
resisténcia entre bactérias no tratamento de agua, a selegdo / desenvolvimento de microrganismo inécuo com
atividade anticianobactéria e anti-MC seria uma alternativa para o controle, minimizacdo e remedi¢do. No
trabalho avaliou-se o potencial anticianobactéria e biodegradacdo de MC em isolados de levedura obtidas de
usinas de acucar/alcool e formigueiro, visando selecionar uma cepa-base para desenvolver levedura
recombinante com genes de degradacéo de MC provenientes da bactéria B9.

MATERIAIS E METODOS

A linhagem toxigénica M. aeruginosa TAC95 e S. microcystinivorans B9 foram gentilmente fornecidas pelo
Prof. Dr. Ken-ichi Harada do Laboratério de Ciéncias Ambientais da Faculdade de Farmacia da Universidade
de Meijo, Nagoya - Aichi — Japéo.

As cepas NIES 611 de Phormidium tenue foi fornecida pelo National Institute for Environmental Studies,
Tsukuba, Japdo; a cepa PCC6803 de Synechocystis spp. pelo Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria,
Paris, Franca; e a cepa AU02G de Anabaena spp. foi isolada do Lago Sagami, Kanagawa, Japdo por Ms. Daiki
Fujise.

As leveduras analisadas foram isoladas de usinas de acucar/alcool e formigueiro, pertencentes ao Laboratério
de Genética de Fungos da Universidade Estadual de Londrina, e Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS)
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP - Rio Claro.

A Tabela 1 apresenta a codificagdo, nome cientifico e local de isolamento dos microrganismos utilizados.

Tabela 1: Microrganismo-teste.

Microrganismo | Linhagem Nome cientifico Origem

Levedura VIO8R Saccharomyces cerevisiae Usina de agucar e alcool

Levedura VIO7L Saccharomyces cerevisiae Usina de agucar e alcool

Levedura PI07R1 Saccharomyces cerevisiae Usina de acucar e alcool

Levedura PIO7R2 Saccharomyces cerevisiae Usina de agucar e alcool

Levedura PI06R1 Saccharomyces cerevisiae Usina de agucar e alcool

Levedura PBM63 Candida metapsilosis Formigueiro

Levedura TO018 N&o identificada N&o determinado

Levedura S7 Issatchenkia orientalis N&o determinado

Levedura LJ3 Candida tropicalis N&o determinado

Levedura PBM52 Pichia guilliermondii Formigueiro

Levedura SB Saccharomyces boulardii Comercial

Bactéria B9 Sphingosinicella microcystinivorans | Lago (ambiente eutrofizado), Japdo
Cianobactéria NIES611 | Phormidium tenue Lago Biwa / Shiga, Japao, 1987
Cianobactéria PCC6803 | Synechocystis spp. California, U.S.A., 1968
Cianobactéria AU02G Anabaenas pp. Lago Sagami / Kanagawa, Japao, 2002
Cianobactéria TAC95 Microcystis aeruginosa Lago (ambiente eutrofizado), Japdo

CULTIVO DE MICRORGANISMO

As cianobactérias foram cultivadas em meio ASM-1 (Erlenmeyer de 125m) a 27°C sob iluminag¢éo (20 pE.m-
2.s-1) por 24 h e agitacdo de 100 rpm. S. microcystinivorans B9 foi mantida em meio sélido (Sakurai) a 25°C,
incubando-se por 48-72 h e cultivada em meio liquido (peptona de caseina 0,2%, extrato de levedura 0,1% e
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glicose 0,05%) a 27° C por 72 h para a realizagdo dos experimentos. As leveduras foram armazenadas em meio

YPD (Yeast, Peptone, Dextrose) + Agar. Para ensaio, procedeu-se cultivo apenas em meio YPD liquido (1%
extrato de levedura, 2% peptona, 2% glicose).

PRIMEIRA ETAPA: TESTES DE BIODEGRADAGCAO DE MICROCISTINA

Um mililitro contendo 107 células de levedura, ou 1 mL de bactéria B9, bem como 1 mL de meio especifico
(YPD e Sakurai, respectivamente) foi adicionado em Erlenmeyer contendo 8 mL de extrato celular de M.
aeruginosa TAC 95 liofilizado (reconstituido em agua, 1mg/L de MC). Apéds incubacdo a 30°C (150 rpm) por
96 h, amostras foram coletadas para a determinacdo de MC pelo método Enzyme-linked immunosorbent assay
— ic-ELISA (Beacon Analytical Systems Inc, USA).

SEGUNDA ETAPA: TESTE DE ATIVIDADE ANTICIANOBACTERIA

Ap6s analisar o potencial de biodegradacdo de MC, a cepa apresentando melhor perfil (VI08R) foi selecionada
para prosseguir com o teste de antagonismo contra cianobactérias. As quatro espécies de cianobactérias
utilizadas foram Phormidium tenue NIES611, Synechocustis spp. PCC6803, Anabaena spp. AU02G e M.
aeruginosa TAC 95. Para avaliar a atividade anticianobactéria foram adicionadas 10° células de levedura, ou 1
mL de bactéria B9, bem como 1 mL de meio especifico (YPD e Sakurai, respectivamente) as culturas pré-
condicionadas de cianobactérias em meio ASM-1. Apds 96 h de incubagio (27°C; iluminag¢do 20 pE.m-2.s-1;
100 rpm), foram coletadas amostras para determinacdo da concentracdo de clorofila-a pelo método
espectrofotométrico segundo APHA, AWWA, WEF (2005) e para determinagdo de células de microrganismos
em camara de Neubauer .

RESULTADOS
PRIMEIRA ETAPA: BIODEGRADACAO DE MC

A degradacdo de MC foi avaliada em duas fases. Primeiramente, analisou-se as leveduras isoladas de usinas de
acucar / alcool, previamente identificadas como pertencentes a espécie S. cerevisiae. Na segunda fase, analisou-
se isolados de levedura ainda ndo identificados, mas que foram identificadas no decorrer de experimentos,
conforme apresentado na Tabela 1.

O controle positivo de biodegradacéo consistiu de bactéria B9, caracterizada com taxa de degradacéo proxima
a 100%, indicando adequéncia de parametros utilizados nos ensaios (figuras 1 e 2).
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Figura 1: Biodegradacéo de microcistina por leveduras selvagens e linhagem comercial.
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Figura 2: Biodegradacgéo de microcistina por leveduras isoladas de meio ambiente.

Conforme mostram as figuras 1 e 2, onze isolados de levedura foram avaliados, sendo que apenas quatro ndo
apresentaram atividade de biodegradacdo (P107R2, PIO6R1, LJ3 e PBM52). S. cerevisiae VIO8R apresentou a
maior taxa de degradacdo de MC (70%), seguida pela cepa PBM63 identificada como Candida metapsilosis
(58%). S. boulardii, reconhecida como probi6tica, foi capaz de degradar 53% da concentracao inicial de MCs.
As linhagens VIO7L, PI07R1, TOO018 e S7 apresentaram taxas de degradacdo de MCs variando entre 5 e 44%.
Salienta-se que S. cerevisiae e S. boulardii sdo enquadrados como microrganismo grau GRAS (Generally
Recognized As Safe) pela Food and Drug Administration (FDA), contrastando com o género Candida,
reconhecido normalmente como patogénico a humano.

A cepa PBMG63 foi identificada como C. metapsilosis, anteriormente denominada C. parapsilosis grupo 111, que
tem sido comumente isolada de amostras de sangue da populagéo latino-americana e asiatica (TAVANTI et al.,
2005). A espécie tem sido relacionada & infecgdo sanguinea em neonatos, bem como a candidemia associada ao
uso de cateter e hiperalimentacdo intravenosa (KRCMERY e BARNES, 2002). Conseqlientemente, a utilizacao
de C. metapsilosis para o tratamento de agua ndo seria adequada perante salde humana. Portanto, os testes
anticianobactérias foram realizados utilizando apenas S. cerevisiae VI08R.

SEGUNDA ETAPA: ATIVIDADE ANTICIANOBACTERIA

O antagonismo de S. cerevisiae VIO8R frente a cianobactérias foi avaliado, determinando nivel de clorofila-a e
contagem celular em ensaio apds 96 h de incubacdo. A Tabela 2 mostra os resultados obtidos.

A contagem celular de levedura manteve-se constante na ordem de 10° células/mL no decorrer de ensaio (ton @
toen), i.€., NA0 OCOrreu crescimento deste antagonista-teste.

S. cerevisiae VIO8R ndo inibiu o crescimento de P. tenue, ja que o nivel de clorofila-a em tqg, aumentou em 6,7
pg/L em relagdo a to. Embora uma reducéo de 50% na concentracdo de clorofila-a tenha sido observada para o
controle negativo de P. tenue em tgg,, Nd0 foi detectada redugdo na contagem celular. Portanto, é provavel que
durante a analise a amostra tenha sofrido interferéncias que resultaram em leitura equivocada da concentragéo
de clorofila-a.

A levedura também ndo apresentou atividade anti-M. aeruginosa, ja que no controle negativo e na amostra
contendo VI08R houve incremento de 13,4 pg/L de clorofila-a em tggy,.
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Tabela 2: Efeito anticianobactéria de S. cerevisiae VIO8R no nivel de clorofila-a e contagem celular.

Cianobactéria

Cianobactéria Levedura* Clorofila-a (ug/L) Contagem celular (céls/mL)
Ton Tos n T (96h—0h) Ton To6 n

- - 66,8 33,4 -33,4 2,43 x 10° 1,65 x 10°

Phormidium tenue VIO8R 66,8 735 6.7 1,68 x 10° 2,98 x 10°

_ - 113,6 120,3 6,7 1,70 x 10° 2,93 x 10°

Synechocystis spp. VI08R 735 66,8 -6,7 2,45 x 10° 2,00 x 10°

- 240,6  300,7 60,1 1,48 x 10° 1,60 x 10°

Anabaena spp. VI08R 447,7 1804 -267,6/-60,2" 1,43 x 10° 1,58 x 10°

) - 120,3 133,7 13,4 1,35 x 10° 1,30 x 10°

M. aeruginosa VIOSR 935 106,9 13,4 1,15 x 10° 1,83 x 10°

* Culturas pré-condicionadas de cianobactérias (meio ASM-1) foram inoculadas com 10° células de levedura VIO8R e
incubadas por 96 h (27°C; iluminagdo 20 pE.m-2.s-1; 100 rpm). VIO8R indica amostras inoculadas com a levedura. O sinal
(-) indica controle negativo.

** A subtracdo foi realizada entre as amostras VIOBR 96 h e (-) 0 h.

Em relacdo & Synechocystis spp., a concentracdo de clorofila-a no controle negativo aumentou em tggp,
enquanto que na amostra inoculada com levedura, foi detectada reducéo (- 6,7 pg/L), indicando antagonismo
de S. cerevisiae VIO8R.

Antagonismo contra Anabaena spp. também foi observado, ja que em tgs 1, 0 nivel de clorofila-a aumentou em
60,1 pg/L no controle negativo, enquanto que na amostra inoculada com levedura houve reducdo de 267,6
Mg/L. Ressalta-se que em tq, 0 nivel de clorofila-a na amostra VIO8R foi de 447,7 pg/L, e diverge bastante do
valor obtido para o controle negativo (240,6 pg/L), provavelmente devido a ocorréncia de interferéncias
durante a andlise. Entretanto, a atividade anti- Anabaena spp. ainda é notavel, jA& que mesmo quando
comparados os valores de clorofila-a de VI08R tgq, € controle negativo ty, houve reducéo de 60,2 pg/L.

A contagem celular de cianobactérias foi constante (106 célula/mL) entre ty , € tgs 1, Sendo realizada sem a
utilizacdo de corantes vitais e, portanto sem a possibilidade de distinguir células viaveis. Isto implica no fato de
que, embora a contagem celular tenha permanecido constante, a concentragdo de células vivas pode ter sofrido
alteracdes, ja que os valores de clorofila-a indicaram reducéo de crescimento em algumas cianobacteérias.

Para confirmar o antagonismo de VIO8R frente a Synechocystis spp. e Anabaena spp. 0s autores sugerem que
0s ensaios anticianobactéria sejam repetidos e que amostras sejam coletadas também em outros periodos de
incubacao.

CONCLUSOES

Os resultados dos testes de degradacdo de MCs foram satisfatorios, e a metodologia aplicada foi adequada para
a avaliacdo de tal pardmetro, uma vez que o controle positivo (S. microcystinivorans B9) gerou os resultados
esperados.

A levedura S. cerevisiae VI08R apresentou os melhores resultados frente & degradacdo de MC, além de efeito
antagdnico contra Synechocystis spp. e Anabaena spp, e foi selecionada para ser utilizada nos experimentos de
recombinacdo génica, inserindo os genes de degradacéo de MC de S. microcystinivorans B9.

C. metapsilosis PBM63 também apresentou expressiva taxa de degradacdo de MCs, porém 10% inferior ao
detectado para S. cerevisiae VIO8BR. Soma-se a este fator, a garantia perante inocuidade da levedura VIO8R
para aplicagdo em tratamento de agua.
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